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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
Η Ελλάδα, όσον αφορά την καλλιέργεια λαβρακιού (Dicentrarchus labrax) 
κατέχει ηγετική θέση μαζί με την Τουρκία. Το μεγαλύτερο πρόβλημα που 
αντιμετωπίζει η συγκεκριμένη ιχθυοκαλλιέργεια είναι η καταστροφή του γόνου 
εξαιτίας της προσβολής του από παθογόνα ή η ανάπτυξη θανατηφόρων ασθενειών 
που ενσκήπτουν πλήττοντας διάφορες αναπτυξιακές φάσεις των ψαριών, 
περιορίζοντας την παραγωγή τους και επιφέροντας σημαντικές οικονομικές απώλειες 
στον κλάδο των ιχθυοκαλλιεργητών.  
Ο ιός Noda (οικογένεια Nodaviridae, γένος Betanodavirus) προσβάλει πάνω 
από 30 είδη ψαριών της κλάσης των οστεοϊχθείων, συμπεριλαμβανομένου και του 
λαβρακιού, προκαλώντας ιογενή εγκεφαλοπάθεια και αμφιβληστροειδοπάθεια (VER). 
Τα κλινικά συμπτώματα της ασθένειας συσχετίζονται με αλλοιώσεις που 
επισυμβαίνουν στον εγκέφαλο και τον αμφιβληστροειδή, προκαλώντας κινητικές 
ανωμαλίες στα προσβεβλημένα ψάρια, απώλεια ελέγχου της νηκτικής κύστης, 
δυσκολία στην όραση και σκούρο χρωματισμό του δέρματος.   
 Η μελέτη της ανοσοπαθολογίας της ασθένειας με στόχο τον προσδιορισμό  
βιοδεικτών που σχετίζονται με τους αμυντικούς μηχανισμούς και την πρόγνωση της 
ασθένειας είναι μεγάλης σημασίας τόσο για την κατανόηση αυτής καθ΄ αυτής της 
ασθένειας, όσο και για την αξιολόγηση ενός πιθανού εμβολίου που θεωρείται, 
βεβαίως, ο αποτελεσματικότερος και οικονομικότερος τρόπος ελέγχου της ασθένειας.  
Επιπλέον, η αξιολόγηση ανοσοτροποποιητικών ουσιών που ενισχύουν την 
άμυνα των ψαριών εναντίον των παθογόνων αποτελούν στόχους υψηλής 
προτεραιότητας, καθόσον μπορούν να συμβάλλουν στον περιορισμό της χρήσης 
αντιβιοτικών που επιβαρύνουν τόσο την ποιότητα του προϊόντος, όσο και το υδάτινο 
περιβάλλον της ιχθυοκαλλιέργειας.  
Μεταξύ αυτών  το αιθέριο έλαιο της ρίγανης (Origanum spp, οικογένεια 
Lamiaceae) είναι γνωστό για την αντιοξειδωτική και αντιμικροβιακή του δράση σε 
άλλα είδη, που αποδίδονται, κυρίως, στο υψηλό περιεχόμενό του σε καρβακρόλη και 
θυμόλη αλλά και λόγω των μονοτυρπενικών υδρογονανθράκων p-cymene και γ-
terpinene  που περιέχονται σε χαμηλότερες συγκεντρώσεις. 
Στόχος της διδακτορικής διατριβής ήταν η ανάπτυξη RT-qPCRs για τη μελέτη 
της διαφορικής έκφρασης ανοσολογικών γονιδίων που σχετίζονται με τη λειτουργία 
των Β και Τ κυττάρων, καθώς και με την έκφραση γονιδίων που κωδικοποιούν για 
κυτταρομεσολαβητικούς παράγοντες, όπως είναι οι κυτταροκίνες, σε κύτταρα του 
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πρόσθιου τμήματος του νεφρού λαβρακιού που έχει μολυνθεί πειραματικά με τον ιό 
Noda, με δυο οδούς χορήγησης. 
Συγκεκριμένα, μελετήθηκε η έκφραση ανοσολογικών γονιδίων μετά από 
πειραματική μόλυνση με b-nodavirus κατόπιν ενδομυϊκής χορήγησης με ιικά 
σωματίδια που παρήχθηκαν και τιτλοποιήθηκαν in vitro σε κυτταρικές σειρές (SSN-
1). Παράλληλα, διενεργήθηκε πειραματική μόλυνση με τοποθέτηση εμποτισμένου 
διηθητικού χαρτιού με διάλυμα ιού noda στο μέσο της πλευρικής γραμμής. Τέλος, 
μελετήθηκε η έκφραση ανοσολογικών γονιδίων μετά από μόλυνση με b-nodavirus σε 
πειραματικά μολυσμένα λαβράκια που διεγράφησαν με πειραματικό εμπλουτισμένο 
σιτηρέσιο με αιθέρια έλαια ρίγανης (ΕΟ) σε δυο διαφορετικές συγκεντρώσεις, 1000 
και 2000 ppm. 
Tα αποτελέσματα της διδακτορικής διατριβής υποδεικνύουν την διαφορική 
έκφραση των γονιδίων κατά την πειραματική μόλυνση και με τις δύο οδούς 
χορήγησης, σε σχέση με το φυσιολογικό πειραματισμό. Η ιική πρόκληση ενεργοποιεί 
την έκφραση γονιδίων, που σχετίζονται κυρίως με την παραγωγή κατασταλτικών 
κυτταροκινών, πχ IL-10, ή υποδοχέων των Τ-βοηθητικών κυττάρων.  
Τέλος, τα αποτελέσματα, επίσης υποδεικνύουν ότι το ριγανέλαιο καθυστερεί 
την εκδήλωση της λοίμωξης και ενδεχομένως ο εμπλουτισμός της τροφής των 
ψαριών θα τα καταστούσε περισσότερο ανοσοϊκανά έναντι των ιικών μολύνσεων, 
υποδηλώνοντας την ενεργοποίηση του ανοσολογικού συστήματος για την 
καταπολέμηση της ιικής προσβολής.  
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ABSTRACT 
 Greece, regarding the breeding of European Sea Bass (Dicentrarchus 
labrax), holds a leading position along with Turkey. However, the biggest problem 
faced by fish farming is the devastation of the fish fry due to the pathogenic attack or 
the development of fatal diseases, reducing their production and causing significant 
economic losses to the fish farmers. 
 Nodavirus (family of Nodaviridae, Betanodavirus) infects over 30 species of 
Osteichthyes (popularly referred to as bony fish), including the European Sea Bass 
causing Viral Encephalopathy and Retinopathy (VER). The clinical symptoms of the 
disease are associated with lesions occurred the brain and the retina, causing kinetic 
abnormalities in the affected fish, loss of control of the bladder, difficulty in sight and 
darkening of the skin. 
 The study of the immunopathology of the disease in order to identify 
biomarkers associated with defense mechanisms and the prognosis of the disease is 
of great importance for the understanding of the disease and the evaluation of a 
possible vaccine which is of course the most effective and more cost-effective way to 
control the disease. 
 In addition, the evaluation of immunomodulators that enhance fish defense 
against pathogens are high priority objectives, as they contribute to reduce the use of 
antibiotics that affect both the quality of the product and the aquatic environment of 
fish farming. 
 Among these Essential Oregano Oil, (oregano spp., family Lamiaceae) is 
known for its antioxidant and anti-microbial activity, attributable to its high content of 
carvacrol and thymol and also the p-cymene and gamma-monohydrate 
hydrocarbons, terpinene contained in lower concentrations.  
 The aim of the PhD thesis was the development of RT-qPCRs for the 
determination of immunological markers associated with B and T cell functions, as 
well as cytokines in head-kidney of fish via two different experimental routes.  
More specifically, It was studied the expression of immunological genes after 
experimental intramuscular infection with b-nodavirus in the area below the dorsal fin 
with viral particles which are produced and titrated in vitro in cell lines (SSN-1). It is 
also performed an experimental infection by placing an impregnated filter paper with 
b-nodavirus in the middle of the lateral line. Finally, it was studied the expression of 
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immunological genes in an experimentally infection in sea bass which was fed with 
Oregano Essential Oil (EO) at two different concentrations of 1000 and 2000 ppm. 
The results of the PhD Thesis, indicate the differential expression of 
immunological genes upon the two ways of experimental infection, compared to 
normal non infected fish. The viral challenge activates the immunological expression  
associated to the production of suppressive cytokines, e.g. IL-10, or T-helper cell 
receptors. 
Finally, the results of the doctoral thesis also suggest that the Oregano 
Essential Oil, delaying the intensity of the infection, and the diet enrichment could 
possibly make the fish more immune to viral infections.  
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“Don’t you ever try to be more than you were destined for, 
or anything worth fighting for” 
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1.1. ΥΔΑΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ 
Η επιστήμη της ιχθυολογίας γεννήθηκε στη Μεσόγειο Θάλασσα από τον 
Αριστοτέλη (384-322 π.Χ.), ο οποίος πρώτος περιγράφει στο έργο του «Περί 
Ιχθύων» αναλυτικά τις πτυχές της θαλάσσιας ζωής (Dimarchopoulou et al., 2017). 
 Εδώ και περίπου δυο χιλιετίες, αναπτύχθηκε μια σημαντική μελέτη, η οποία 
σχετιζόταν όχι μόνο με την καθαυτό αλιεία των ιχθύων αλλά και με εντυπωσιακές 
λεπτομέρειες που αφορούσαν τις εποχιακές μετακινήσεις ή τις μεταναστεύσεις των 
ειδών, τις περιοχές αναπαραγωγής τους ακόμα και μεθόδους συντήρησης τους 
[http1].  
Οι υδατοκαλλιέργειες ορίζονται ποικιλοτρόπως. Ο πιο πρόσφατος και 
διεθνώς αποδεκτός ορισμός θεμελιώθηκε το 1990 από τον Παγκόσμιο Οργανισμό 
Τροφίμων και Γεωργίας (FAO): Υδατοκαλλιέργεια είναι η εκτροφή υδρόβιων 
οργανισμών μεταξύ των οποίων συμπεριλαμβάνονται οι ιχθύες, τα μαλάκια, τα 
καρκινοειδή και τα υδρόβια φυτά. Πιο συγκεκριμένα, η ιχθυοκαλλιέργεια είναι η 
καλλιέργεια ιχθύων θαλάσσης και γλυκού νερού σε ελεγχόμενο περιβάλλον και 
αποτελεί σημαντικό τομέα της Αγροτικής Ανάπτυξης, καθώς επίσης αποτελεί έναν 
από τους πιο αποτελεσματικούς τομείς παραγωγής υψηλής διατροφικής αξίας 
(Bartley et al.,1996˙ Subasinghe et al., 2008) 
Το διατροφικό ζήτημα και η διαχείρισή του είναι για τον άνθρωπο ένα 
πρόβλημα που τον απασχολεί από την εμφάνισή του στη γη. Στη προσπάθεια 
αντιμετώπισης αυτού του προβλήματος ξεκίνησαν οι πρώτες καλλιέργειες φυτών και 
εκτροφές ζώων. Η αέναη δημιουργικότητά του έφερε και τις πρώτες προσπάθειες 
ιχθυοκαλλιέργειας στη Κίνα το 2500 π.Χ και λίγο αργότερα στην Αρχαία Αίγυπτο 
(History of Aquaculture, FAO 2009). 
1.1.1. Τύποι υδατοκαλλιεργειών 
Οι τύποι υδατοκαλλιέργειας (Κλαουδάτος et al., 2010) διακρίνονται σε:  
I. καλλιέργειες ή εκτροφές γλυκών, θαλασσινών ή υφάλμυρων νερών, ανάλογα 
με το υδάτινο περιβάλλον στο οποίο πραγματοποιούνται,  
II. χερσαίες, θαλάσσιες, ποτάμιες και λοιπές καλλιέργειες ή εκτροφές, ανάλογα 
με το χώρο όπου τοποθετούνται οι εγκαταστάσεις,  
III. καλλιέργειες φυκών, κεφαλόποδων, γαρίδων, οστρακοειδών και ιχθύων, 
ανάλογα με το είδος του υδρόβιου οργανισμού,  
IV. ανοικτές, κλειστές και ημίκλειστες καλλιέργειες ή εκτροφές, ανάλογα με το 
σύστημα κυκλοφορίας νερού και  
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V. εκτατικές, ημιεντατικές και εντατικές εκτροφές, ανάλογα με τη διάθεση ή μη 
τροφής στους εκτρεφόμενους οργανισμούς.  
1.1.2. Ο ρόλος των υδατοκαλλιεργειών σε παγκόσμιο 
και Ευρωπαϊκό επίπεδο 
Στην Ευρωπαϊκή Ένωση οι υδατοκαλλιέργειες περιλαμβάνουν τρεις κύριες 
δραστηριότητες:  
 εκτροφή θαλάσσιων ψαριών,  
 εκτροφή θαλάσσιων οστρακόδερμων 
 εκτροφή ψαριών σε γλυκό νερό.  
Τα τελευταία χρόνια διαπιστώθηκε ραγδαία επέκταση των υδατοκαλλιεργειών 
σε ολόκληρο τον κόσμο και ταυτόχρονα η ζήτηση για ιχθυρά αυξάνεται διαρκώς με 
ρυθμό 3.2%, ενώ ο ρυθμός αύξησης του πληθυσμού στην υδρόγειο αυξάνεται με 
ρυθμό 1.6%. Η κατά κεφαλή κατανάλωση αλιευμάτων έφτασε τα 19.2 κιλά το 2012 
από περίπου 10 κιλά το 1960 (ΕΛΣΤΑΤ).  
Εντός της Ευρωπαϊκής Ένωσης, η ποσότητα κατανάλωσης ανέρχεται στα 23 
κιλά/έτος (FAΟ). Η αύξηση αυτή οφείλεται στην αύξηση του πληθυσμού, στην 
αύξηση του κατά κεφαλή εισοδήματος και δευτερευόντως σε άλλους παράγοντες 
όπως η μεταστροφή των ανθρώπων σε πιο υγιεινή διατροφική συνήθεια. Σε 
παγκόσμια κλίμακα τα αλιεύματα από τη συλλεκτική αλιεία ανήλθαν το 2012 σε 91 
εκατομμύρια τόνους και μετέπειτα παραμένει σταθερή ή και μειούμενη λόγω 
φτωχοποίησης της θάλασσας σε αποθέματα.  
Αντίθετα, η παραγωγή από τις ιχθυοκαλλιέργειες ήταν 66 εκατομμύρια τόνους 
με μια αυξητική τάση περίπου 6% ανά έτος. Τα συνολικά αλιεύματα της Ε.Ε. είναι στο 
5.3% της συνολικής παγκόσμιας παραγωγής, ενώ τα προϊόντα υδατοκαλλιέργειας 
είναι στα 2% της παγκόσμιας παραγωγής, δηλαδή στους 1.3 εκατομμύρια 
τόνους/έτος (FAO). Παρά τα χαμηλά επίπεδα παραγωγής, η Ε.Ε. παραμένει ο 
μεγαλύτερος εισαγωγέας προϊόντων αλιείας και υδατοκαλλιέργειας και αποτελεί τη 
μεγαλύτερη ενιαία αγορά για τα προϊόντα αυτά, καλύπτοντας το 40% των 
παγκόσμιων εισαγωγών.  
Η Ε.Ε. είναι καθαρός εισαγωγέας προϊόντων αλιείας, με αρνητικό εμπορικό 
ισοζύγιο το όποιο ανερχόταν το 2010 σε 3.59 εκατ. τόνους, με αξία 13.78 δις. ευρώ 
(ΕΛΣΤΑΤ). Καθίσταται πλέον σαφές ότι για την κάλυψη των συνεχώς αυξανόμενων 
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απαιτήσεων σε αλιευτικά προϊόντα, μοναδική λύση αποτελεί η περαιτέρω ανάπτυξη 
των υδατοκαλλιεργειών ώστε να εξασφαλιστεί η αύξηση παραγωγής. 
Σε επίπεδο Ε.Ε. και σύμφωνα με τους κανόνες της αναθεωρημένης Κοινής 
Αλιευτικής Πολιτικής (ΚΑΠ), όπως θεσπίστηκαν με τον κανονισμό (ΕΕ) αριθ. 
1380/2013 του Ευρωπαϊκού Κοινοβουλίου και Συμβουλίου, η υδατοκαλλιέργεια θα 
πρέπει να συμβάλλει στην αύξηση του δυναμικού παραγωγής ώστε να 
εξασφαλιστούν μακροπρόθεσμα η επισιτιστική ασφάλεια και ο εφοδιασμός με 
τρόφιμα, καθώς επίσης η ανάπτυξη και απασχόλησής για τους πολίτες της Ε.Ε. και 
να διευκολυνθεί η αντιμετώπιση της αυξανόμενης παγκόσμιας ζήτησης για θαλάσσια 
προϊόντα διατροφής.  
Με τη νέα αναθεωρημένη Κοινή Αλιευτική Πολιτική (ΚΑΠ) προωθείται η 
ανάπτυξη βιώσιμων δραστηριοτήτων υδατοκαλλιέργειας μέσω της ανάπτυξης 
στρατηγικών κατευθυντήριων γραμμών που έχουν ως σκοπό την απλούστευση των 
διαδικασιών αδειοδότησης, την εφαρμογή χωροταξικού σχεδιασμού με στόχο την 
ορθολογική και βιώσιμη ανάπτυξη του κλάδου σε αρμονική συνύπαρξη με άλλες 
δραστηριότητες, τη βελτίωση της ανταγωνιστικότητας, την υποστήριξη της ανάπτυξης 
και της καινοτομίας, την ενθάρρυνση της οικονομικής δραστηριότητας, τη 
διαφοροποίηση και τη βελτίωση της ποιότητας ζωής στις παράκτιες περιοχές.  
Τέλος, η ραγδαία αυξανόμενη ζήτηση για θαλάσσια προϊόντα διατροφής, δεν 
μπορεί να είναι ικανοποιητικά βιώσιμη μόνο από τα αποθέματα άγριων ιχθύων 
(Pauly et al., 2002). Με τον σημερινό παγκόσμιο πληθυσμό να φτάνει περίπου τα 7,3 
δις., μέχρι το 2030 αναμένεται να φτάσει τα 8.5 δις. και μέχρι το 2050 τα 9,7 δις. 
(United Nations Department of Economic and Social Affairs Population Division, 
2015) θα απαιτηθεί μια σημαντική επέκταση της παραγωγής τροφίμων, 
συμπεριλαμβανομένων των θαλασσινών, για την κάλυψη των αναγκών αυτού του 
αυξανόμενου πληθυσμού.  
Σε συνδυασμό με αυτή την αύξηση του πληθυσμού, αναμένεται μέχρι το 2020 
πάνω από το ήμισυ της μεσαίας οικονομικής τάξης στον κόσμο, να διαμένει στη 
ευρύτερη περιοχή του Ασιατικού Ειρηνικού (World Bank, 2013). Δεδομένου των 
υψηλότερων ποσοστών κατανάλωσης θαλασσινών ειδών, η παγκόσμια ζήτηση τους 
αναμένεται να αυξηθεί δραματικά (FAO Food Outlook, 2013). Υπάρχουν ήδη 
αποδείξεις για την αύξηση της κατανάλωσης θαλασσινών στην Κίνα, όπου το 1995 η 
κατά κεφαλήν κατανάλωση ήταν μόλις 7 κιλά. Μέχρι το 2020 αναμένεται να φθάσει τα 
36 κιλά κατά κεφαλή (BIM Strategy 2013–2017). Επίσης, σύμφωνα με την 
Παγκόσμια Τράπεζα (World Bank, 2013), η παγκόσμια παραγωγή υδατοκαλλιέργειας 
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έχει ήδη επεκταθεί ταχύτατα για να καλύψει τις απαιτήσεις των καταναλωτών. 
Παρατηρείται ότι κατά την περίοδο 1981-2011 η παραγωγή υδατοκαλλιέργειας 
αυξήθηκε κατά μέσο όρο ετησίως άνω του 8%, από 5,2 εκατ. τόνους το 1981 σε 62,7 
εκατ. τόνους το 2011.  
Τα αλιευτικά προϊόντα άγριων αλιευμάτων παρέμειναν σχετικά σταθερά από 
τις αρχές της δεκαετίας του 1990 ενώ η υδατοκαλλιέργεια γνώρισε σχεδόν σταθερή 
ετήσια ανάπτυξη (γράφημα 1). Το μερίδιο των παγκόσμιων υδρόβιων προϊόντων 
που προέρχονται από την υδατοκαλλιέργεια ξεπέρασε το 50%, ξεπερνώντας τις 
αλιευτικές αποδόσεις για πρώτη φορά το 2013 και συνέχισε να αυξάνεται το 2014 
(FAO, Fishery Statistical Time Series, 2014) Το πεδίο εφαρμογής για την περαιτέρω 
ανάπτυξη των άγριων συλλήψεων φαίνεται να είναι περιορισμένο, με πάνω από 75% 
των παγκόσμιων άγριων αποθεμάτων θαλάσσιων ιχθύων που εκμεταλλεύονται 
πλήρως (Grealisa et al., 2017) 
Γράφημα 1. Πηγή  FAO 1950–2014 (FAO's Global Fishery and Aquaculture Statistics). 
 
 
 Στο πλαίσιο της στρατηγικής ανάπτυξης της Ευρωπαϊκής Ένωσης (Blue Flag) 
για τη δημιουργία βιώσιμης ανάπτυξης και απασχόλησης στη θαλάσσια οικονομία, η 
υδατοκαλλιέργεια έχει χαρακτηριστεί ως τομέας με υψηλό αναπτυξιακό δυναμικό. 
Ωστόσο, η Ευρωπαϊκή Επιτροπή σημειώνει ότι, παρά τις εξαιρετικές συνθήκες 
καλλιέργειας, ο κλάδος της υδατοκαλλιέργειας της Ε.Ε. υστερεί μετά από έντονη 
ανάπτυξη σε άλλες περιοχές του κόσμου (European Commission, 2013) 
 Στο πλαίσιο ευρύτερων στόχων πολιτικής της Ε.Ε., όπως η ιεράρχηση του 
εκτεταμένου θαλάσσιου χωροταξικού σχεδιασμού, πρέπει να αξιολογηθούν τα πλήρη 
οικονομικά οφέλη από τη διευκόλυνση της επέκτασης της υδατοκαλλιέργειας. Εκτός 
από τις δυνατότητές της να συμβάλει στην ανάπτυξη, η βιομηχανία 
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υδατοκαλλιέργειας μπορεί επίσης να στηρίξει την ανάπτυξη της υπαίθρου και να 
διατηρήσει τις τοπικές κοινότητες (Haylor et al., 2001˙ Naylor et al., 2016) ενώ 
παράλληλα παρέχει απασχόληση σε συνήθως πιο αγροτικές παράκτιες περιοχές. 
 Συμπερασματικά λοιπόν, η συνολική παραγωγή της παγκόσμιας αλιείας 
εξακολουθεί να αυξάνεται σταθερά, ενώ η αλιεία και οι υδατοκαλλιέργειες αποτελούν 
σημαντικές οικονομικές δραστηριότητες στην Ε.Ε. και επιπλέον, συμβάλλει στον 
ανεφοδιασμό της αγοράς της Ε.Ε. –μιας από τις μεγαλύτερες του κόσμου - με 
αλιευτικά προϊόντα.  
1.1.3. Υφιστάμενη κατάσταση της ελληνικής 
ιχθυοκαλλιέργειας 
Η Ελλάδα είναι μια σχετικά μικρή χώρα με αρκετά εκτεταμένη ακτογραμμή. Ο 
κύριος άξονας Βορρά-Νότου είναι 1,4 φορές η προέκτασή του από την Ανατολή προς 
τη Δύση. Η συνολική έκταση της χώρας είναι σχεδόν 132.000 km2 και το συνολικό 
μήκος της ακτογραμμής της φτάνει σχεδόν τα 15.000 km με μεγάλο αριθμό κόλπων 
που ποικίλουν σε βάθος ενώ η περιοχή των λιμνοθαλασσών (περίπου 70 φυσικά 
υφάλμυρα υδάτινα σώματα) ανέρχονται σχεδόν σε 40.000 ha (Papoutsoglou, 2000). 
Οι ιδιαίτερες κλιματολογικές συνθήκες, η γεωμορφολογία, η ποικιλία των 
πηγών υδροδότησης (ποτάμια, λίμνες, θάλασσα) σε συνδυασμό με την οικονομική 
ενίσχυση από διάφορους ιδιωτικούς και κρατικούς φορείς και η γρήγορα και 
επιτυχημένη σε πολλές περιπτώσεις εισαγωγή τεχνολογίας και τεχνογνωσίας 
(Papoutsoglou 1995a, 1995b), συνέβαλαν στη ταχεία επέκταση της ελεγχόμενης 
παραγωγής θαλασσινών ιχθύων και μυδιών από το 1980 (Ioakimidis, 1994˙ 
Ioakimidis, 1995˙ Ioakimidis, 1996˙ Ioakimidis,  1997˙ Ioakimidis, 1998˙ Ioakimidis, 
1999˙ Stefanis, 1996) 
Η θαλάσσια υδατοκαλλιέργεια στην Ελλάδα είναι πλέον καθιερωμένη και 
αρκετά πεπειραμένη ώστε να είναι σε θέση να αξιολογήσει και να καθορίσει το 
μελλοντικό της καθεστώς. Η ελληνική παραγωγή ευρωπαϊκού λαβρακιού 
(Dicentrarchus labrax) και τσιπούρας (Sparus aurata), αντιπροσωπεύουν σχεδόν το 
40% της συνολικής ευρωπαϊκής παραγωγής αυτών των ειδών. Υπήρξε μια ταχεία 
επέκταση της ελεγχόμενης θαλάσσιας παραγωγής μυδιών από τα μέσα του 1980. 
Υπήρχαν δύο ιχθυοτροφικές εκμεταλλεύσεις το 1985 και μέχρι το τέλος του 1998, ο 
αριθμός τους αυξήθηκε σε 220. Ο αριθμός των εκμεταλλεύσεων μυδιών στην Ελλάδα 
αυξήθηκε από πέντε το 1980 σε 346 το 1998. Η θαλάσσια υδατοκαλλιέργεια στην 
Ελλάδα ρυθμίζεται σύμφωνα με μεγάλο αριθμό κανονισμών της ΕΕ, αποφάσεις της 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
28 
 
ΕΕ, αποφάσεις του Συμβουλίου της ΕΕ, οδηγίες του Συμβουλίου της ΕΕ, Ελληνικούς 
νόμους, Ελληνικές νομολογίες, Ελληνικές υπουργικές αποφάσεις, Ελληνικά 
διοικητικά έγγραφα και το Ελληνικό Νομικό Συμβούλιο (Papoutsoglou, 2000). 
Πιο συνοπτικά τα στοιχεία του κλάδου των ελληνικών ιχθυοκαλλιεργειών 
(Πολυετές Στρατηγικό Σχέδιο Υδατοκαλλιέργειας, 2014-2020) δείχνουν τα παρακάτω:  
 Η παγκόσμια παραγωγή τσιπούρας και λαβρακιού ιχθυοκαλλιέργειας, 
από 1.000 τόνους το 1985, έφτασε τους 300.000 τόνους το 2009 
 Πάνω από το 80% της συνολικής παραγωγής λαβρακιού και 
τσιπούρας ιχθυοκαλλιέργειας εξάγεται.  
 Σήμερα η Ελλάδα είναι αδιαμφισβήτητα ένας από τους παγκόσμιους 
ηγέτες στη παραγωγή λαβρακιού και τσιπούρας ιχθυοκαλλιέργειας, με 
συνολικό όγκο παραγωγής 110.000 τόνους το 2010 που αντιστοιχεί 
περίπου στο 40% της παγκόσμιας παραγωγής (Γράφημα 2).  
 Ο ετήσιος τζίρος των εξαγωγών της ελληνικής ιχθυοκαλλιέργειας 
ξεπέρασε το 2012 τα 400.000.000 ευρώ.  
Γράφημα 2. Η Εξέλιξη παραγωγής μονάδων υδατοκαλλιέργειας θαλάσσιων ιχθύων [26]. 
 
1.1.4. Έρευνα και καινοτομία 
Στην Ελλάδα λειτουργούν και παράγουν εφαρμοσμένη επιστημονική γνώση 
για τον τομέα πολύ σημαντικά ερευνητικά κέντρα με άρτια καταρτισμένο προσωπικό, 
τα οποία υλοποιούν ευρωπαϊκά και διεθνή ερευνητικά προγράμματα.  
Η έρευνα που διεξάγεται στα ερευνητικά κέντρα σχετικά με την 
υδατοκαλλιέργεια (Πολυετές Στρατηγικό Σχέδιο Υδατοκαλλιέργειας, 2014-2020), δεν 
αφορά μόνο στη βασική αλλά εστιάζεται στην εφαρμοσμένη έρευνα που έχει ως 
στόχο:  
 Τη διαφοροποίηση της παραγωγής με εισαγωγή νέων ειδών ιχθύων 
 Τη βελτίωση και ανάπτυξη νέων μεθοδολογιών και τεχνικών εκτροφής 
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 Τη βελτίωση της απόδοσης της διατροφής των εκτρεφόμενων ειδών 
 Την ανάπτυξη εναλλακτικών πρώτων υλών για τη παραγωγή 
ιχθυοτροφών 
 Τη βελτίωση της ποιότητας του παραγόμενου προϊόντος 
 Τη πρόληψη και αντιμετώπιση των ιχθυονόσων 
 Την γενετική βελτίωση των εκτρεφόμενων ειδών 
 Τη διερεύνηση των περιβαλλοντικών επιπτώσεων 
 Τον προσδιορισμό δεικτών για την εκτίμηση της φέρουσας ικανότητας 
των υδάτινων οικοσυστημάτων που φιλοξενούν τη δραστηριότητα 
Τα αποτελέσματα των ερευνητικών προσπαθειών και η συνεργασία των 
ερευνητικών ιδρυμάτων με τους παραγωγικούς φορείς του κλάδου και τη διοίκηση, 
έχουν συμβάλει καθοριστικά στη μεγάλη επιτυχία και την ανάπτυξη του κλάδου. 
Παράλληλα οι νέες τάσεις καταδεικνύουν ότι τα περιθώρια βελτίωσης είναι 
ενθαρρυντικά και ικανά να δώσουν στον κλάδο νέα ώθηση και προοπτική εφόσον 
υπάρχει ένας κατάλληλος στρατηγικός σχεδιασμός.  
Πίνακας 1. Ποσότητα και αξία εκτρεφόμενων – καλλιεργούμενων Ελληνικών ειδών, 2014-2016 (Ελληνική Στατιστική 
Αρχή, 2017) 
 
Η ποσότητα ιχθύων παρουσίασε αύξηση 11,9% το έτος 2016 σε σχέση με το 
2015 και η αξία αύξηση 9,9% το 2015 σε σχέση με το 2014  η ποσότητα παρουσίασε 
αύξηση 1,8% και η αξία 7,8%. Συγκεκριμένα, το 2016 ετράφησαν 99.997,8 τόνοι 
ιχθύων συνολικής αξίας 516.660,8 χιλ. ευρώ, έναντι 89.334,9 τόνων ιχθύων 
συνολικής αξίας 468.968 χιλ. ευρώ το 2015 και 87.761 τόνων συνολικής αξίας 
436.072,3 χιλ ευρώ το 2014 (Πίνακας 1, γράφημα 3) (Ελληνική Στατιστική Αρχή, 
2017)  
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Γράφημα 3. Ποσότητα και αξία ιχθύων, 2014-2016 (Ελληνική Στατιστική Αρχή, 2017) 
 
1.1.5. Εξέλιξη – Προοπτικές 
Το 72% της γης καλύπτεται από νερό, λιγότερο από το 10% από τα τρόφιμα 
που καταναλώνει ο άνθρωπος προέρχεται από τη θάλασσα, τους ποταμούς και τις 
λίμνες (Jonathan et al., 2011). Η μαζική παραγωγή υδρόβιων οργανισμών για 
ανθρώπινη κατανάλωση άρχισε μόλις το δεύτερο ήμισυ του 20ου αιώνα, η εξέλιξή της 
ήταν ραγδαία και ξεπέρασε και τις πλέον αισιόδοξες προβλέψεις (Jonathan et al., 
2011). 
Το 2005 ο FAO πρόβλεψε ότι μέχρι το 2030, η υδατοκαλλιέργεια θα καλύψει 
πάνω από το 50% της παγκόσμιας ζήτησης για θαλασσινά (Γράφημα 4) (Νηρεύς, 
2009-2014). 
Ο στόχος του 50% καλύφθηκε ήδη από το 2007, σύμφωνα με τα Πρακτικά 
της Εθνικής Ακαδημίας Επιστημών των ΗΠΑ (PNS) (Brander et al., 2007). Σήμερα 
παράγονται περισσότερα από 50 εκατομμύρια τόνοι θαλασσινής τροφής που 
καλύπτουν το 50% της συνολικής ζήτησης για ιχθύες, οστρακοειδή, μαλακόδερμα 
κ.α.. ενώ σύμφωνα με τον FAO, η υδατοκαλλιέργεια είναι ο ταχύτερα 
αναπτυσσόμενος κλάδος ζωικής παραγωγής για ανθρώπινη κατανάλωση (Νηρεύς, 
2009-2014). Η παγκόσμια κατά κεφαλή παραγωγή αυξήθηκε από τα 0,7 κιλά το 1970 
στα 7,8 κιλά το 2006, σημειώνοντας ετήσια άνοδο 6,9%. και η μεγαλύτερη παραγωγή 
θαλασσινών ιχθύων αντιπροσωπεύει μόλις το 3% της παγκόσμιας υδατοκαλλιέργειας 
σε όγκο, αλλά το 8% σε αξία (Πολυετές Στρατηγικό Σχέδιο Υδατοκαλλιέργειας, 2014-
2020). Τη μεγαλύτερη θέση καταλαμβάνει η παλαιότερη καλλιέργεια ατλαντικού 
σολομού, ενώ η καλλιέργεια λαβρακιού – τσιπούρας κατέχει τη δεύτερη θέση 
παγκοσμίως (γράφημα 5) (Νηρεύς, 2009-2014). 
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Γράφημα 4. Προοπτικές για παγκόσμια ιχθυοκαλλιέργεια και αλιεία (www.nireus.gr) 
 
Γράφημα 5. Παγκόσμια παραγωγή 1995 – 2014 (χιλ. τόνοι). Kontali analyse (Νηρεύς, 2009-2014). 
 
 Παρά τη μεγάλη της αύξηση και τη ραγδαία της εξάπλωση στις αγορές, η 
κατανάλωση λαβρακιού και τσιπούρας είναι μικρότερη από το 3% της συνολικής 
κατανάλωσης θαλασσινών στην Ευρωπαϊκή Ένωση, το 2008 το Υπουργείο 
Γεωργίας, εκτίμησε ότι η ανάπτυξη της Ευρωπαϊκής υδατοκαλλιέργειας θα προέλθει 
κυρίως από τις Μεσογειακές χώρες (Νηρεύς, 2009-2014). 
1.1.6. Σημαντική συνεισφορά στην Ελληνική οικονομία 
Το 80% της ελληνικής παραγωγής ιχθυοκαλλιεργειών εξάγεται κυρίως σε 
Ιταλία και Ισπανία. Οι μονάδες της χώρας μας συγκρινόμενες με εκείνες άλλων 
χωρών είναι μεγάλες, με παραγωγή που φθάνει κατά μέσο όρο, τους 300 τόνους η 
καθεμία το χρόνο (Ελληνική Στατιστική Αρχή, 2017)  
Στον Ελληνικό κλάδο ιχθυοκαλλιέργειας, δραστηριοποιούνται περίπου 100 
εταιρίες με τζίρο μεγαλύτερο από 600 εκ. ευρώ που απασχολούν 10 χιλιάδες 
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εργαζόμενους σε περιοχές απομακρυσμένες από τα αστικά κέντρα (Πολυετές 
Στρατηγικό Σχέδιο Υδατοκαλλιέργειας, 2014-2020). 
1.1.7. Παθολογικά προβλήματα υδρόβιων οργανισμών 
Σε όλα τα συστήματα υδατοκαλλιεργειών η αύξηση της παραγωγής ιχθύων 
επηρεάζεται και πολλές φορές παρεμποδίζεται από την έντονη παρουσία 
παθογόνων οργανισμών όπως τα βακτήρια (Olafasen et al., 2001˙ Doukas et al., 
2005˙ Giannenas et al. 2012), οι ιοί (Athanassopoulou et al., 2003˙ Wolf 2012˙ 
Toubanaki et al. 2015a˙ Toubanaki et al. 2015b) και τα παράσιτα (Karagouni et al., 
2005a˙ karagouni et al., 2005b˙ Golomazou et al., 2006˙ Rigos et al., 2010). Οι 
περισσότεροι από τους παράγοντες αυτούς συνήθως βρίσκονται στο περιβάλλον 
εκτροφής των ψαριών και εκδηλώνουν την παθογόνο δράση τους λόγω των 
εντατικών συνθηκών εκτροφής.  
Οι παθολογικές καταστάσεις που παρατηρούνται στους ιχθύες, λόγω της 
προσβολής τους από παθογόνους μικροοργανισμούς, έχουν σημαντικό οικονομικό 
αντίκτυπο λόγω των υψηλών ποσοστών θνησιμότητας (βακτηριακές και ιογενείς 
λοιμώξεις), των αρνητικών επιδράσεων στην ανάπτυξη (παρασιτώσεις) ή της 
μειωμένης εμπορευσιμότητας των ψαριών, εξαιτίας της κακής εξωτερικής τους 
εμφάνισης (West et al., 2006) 
Τα συνεχώς αυξανόμενα παθολογικά προβλήματα που εμφανίστηκαν τα 
τελευταία χρόνια στις θαλασσοκαλλιέργειες της Μεσογείου επιδρούν αρνητικά στη 
διαχείριση της εκτροφής, λόγω του μεγάλου κόστους των θεραπειών και της μείωσης 
του κέρδους από τις απώλειες των ψαριών, αλλά και λόγω της χαμηλής ποιότητας 
του τελικού προϊόντος (Sapakota et al., 2008˙ Oliva-Teles et al., 2012) 
Πρέπει επίσης να αναφερθεί ο κίνδυνος κάποιων παθογόνων 
μικροοργανισμών των ψαριών για τη δημόσια υγεία. Οι απαραίτητες προϋποθέσεις 
για την εκδήλωση παθολογικών καταστάσεων στα ψάρια είναι: 
1. Ο παθογόνος παράγοντας (ιδιαίτερα σε υψηλές θερμοκρασίες του νερού 
και σε συνθήκες μεγάλης ιχθυοπυκνότητας) (Pankhurst et al., 1996˙ Pankhurst et 
al., 1997˙ Πάσχος 2014)  
2. Η έλλειψη κατάλληλων συνθηκών διαβίωσης των ψαριών (Pankhurst et al., 
2001)  
3. Η ευαισθησία του ατόμου που επηρεάζεται από διάφορους στρεσσικούς 
παράγοντες, το στάδιο ανάπτυξης και το είδος του ψαριού (Αθανασοπούλου 2006˙ 
Schrek et al., 2016˙ Jingqun et al., 2015˙ Raoult, 2017).   
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Τα νοσήματα που παρουσιάζονται στην Ελλάδα (Athanassopoulou et al., 
1993˙  Athanassopoulou et al., 1997a˙ Athanassopoulou et al., 1997b˙ 
Παπουτσόγλου 1997˙ Athanassopoulou et al., 1998a˙ Athanassopoulou et al., 
1998b˙ Athanassopoulou et al., 1999a˙ Athanassopoulou et al., 1999b˙  
Athanassopoulou et al., 2000˙ Athanassopoulou et al., 2001a˙  Athanassopoulou et 
al., 2001b˙ Φώτης et al., 2003˙ Athanassopoulou et al., 2003˙ Athanassopoulou et 
al., 2004a˙ Athanassopoulou et al., 2004b˙ Athanassopoulou et al., 2004c˙ 
Karagouni et al., 2005a˙ karagouni et al., 2005b˙ Κλαοουδάτος et al., 2012˙ 
Vendriamin et al., 2016) σε ευρύαλα είδη ιχθύων είναι:    
Α) ΝΟΣΗΜΑΤΑ ΙΧΘΥΩΝ ΟΦΕΙΛΟΜΕΝΑ ΣΕ ΙΟΥΣ: 
1. Ιογενής Αιμορραγική Σηψαιμία (VHS) - γένος rhabdovirus (μια από τις 
μεγαλύτερες ομάδες ιών που είναι υπεύθυνοι για τις παθήσεις ιχθύων) 
2. Λοιμώδης Παγκρεατική Νέκρωση (IPN) - οικογένεια bimaviruses 
3. Λοιμώδης Αναιμία του Σολομού (ISA) - Προκαλείται από άγνωστο ιό που 
δεν έχει ταξινομηθεί σε φάκελο RNA μέχρι στιγμής  
4. Μολύνσεις των ερυθρών αιμοσφαιρίων  
5. Λευχαιμία του Σολομού (SLV) – Ρετροϊός  
6. Λεμφοκύστη - Ιοί της λεμφοκύστης 
7. Ιογενής εγκεφαλοπάθεια και αμφιβληστροειδοπάθεια (VNN) - οικογένεια 
Nodaviridae, γένος Betanodavirus 
Β) ΝΟΣΗΜΑΤΑ ΙΧΘΥΩΝ ΟΦΕΙΛΩΜΕΝΑ ΣΕ ΒΑΚΤΗΡΙΑ: 
1. Φωτοβακτηριδίαση - Photobacterium damsela subsp. piscicida και subsp. 
damselae 
2. Βιμπρίωση (Δονακίωση) - Listonella (Vibrio) anguilarum (περίπου 10 
ορότυποι με διάφορα παθολογικά στελέχη, Vibrio ordalii και σε μικρότερο βαθμό V. 
damsella,V. vulnificus, V alginolyticus, V paraemolyticus, V carahariae)  
3. Χειμωνιάτικα Έλκη - Vibrio viscosus  
4. Βιμπρίωση των κρύων υδάτων (hitra disease) -Vibrio salmonicida (Gram 
αρνητικό βακτήριο) 
5. Δοθιήνωση  - Aeromonas salmonicida (Gram αρνητικό βακτήριο) 
6. Μολύνσεις από Flexibacter Maritimus - Flexibacter like (FLB) (Gram 
αρνητικό βακτήριο) 
7. Ασθένεια του Ερυθρού Στόματος (Enteric Redmouth Disease – ERM) - 
Yersinia ruckeri (Gram αρνητικό βακτήριο) 
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8. Βακτηριογενής Ασθένεια του Νεφρού (BKD) - Renibacterium salmonarum 
(Gram αρνητικό βακτήριο) 
9. Μυκοβακτηρίωση (Φυματίωση) - Mycobacterium marinum (ραβδοειδές 
βακτήριο) 
10. Ρικετσιώσεις (Piscirickettsiosis) - Rickettsia like organisme (RLO), ειδικά 
το βακτήριο Piscirickettsia salmonis 
11. Επιθυλιοκύστης (Chlamydiales) – Chlamediales  
Δ) ΝΟΣΗΜΑΤΑ ΙΧΘΥΩΝ ΟΦΕΙΛΟΜΕΝΑ ΣΕ ΜΥΚΗΤΕΣ: 
1. Exophiala salmonis – Hyphomycete  
2. Icthyofoniasis  - Ichthyophonus hoferi 
Ε) ΝΟΣΗΜΑΤΑ ΙΧΘΥΩΝ ΟΦΕΙΛΟΜΕΝΑ ΣΕ ΕΞΩΠΑΡΑΣΙΤΑ: 
1. Amyloodinium – Πρωτόζωο Amyloodinium ocellatum 
2. Cryptobia (στο αίμα & στα βράγχια) – Μαστιγοφόρο Cryptobia salmositica  
3. Icthyopoda (Costia) – είδος Ichtyobodo spp 
4. Cryptocaryon irritates – σφαιρικό μαστιγοφόρο  
5. Trichodina – πρωτογενή πρωτόζωα 
6. Βλεφαριδοφόρα παράσιτα – Παθογονενή πρωτόζωα Uronema 
(Tetrahymena για τα γλυκά νερά) marinum, Philasterides dicentrarchi.  
7. Μικροσπορίδια Pleistophora spp. 
8. Μονογενή - Diplectanum aequans, Diplectunum laubieri, Serranocotyle 
labracis, Furnestinia echeneis, Dactylogyrus echeneis, Sparicotyle chrysophrii, 
Microcotyle chrysophrii, Encotyllabe rallei, Choricotyle chrysophrii, Heteraxine 
heterocerca 
8. Neobenedenia – Neobenedenia melleni 
9. Διγενή Τρηματώδη (Ασθένεια της μαύρης κηλίδας) - Cryptocotyle lingua 
Ζ) ΝΟΣΗΜΑΤΑ ΙΧΘΥΩΝ ΟΦΕΙΛΟΜΕΝΑ ΣΕ ΕNΔΟΠΑΡΑΣΙΤΑ: 
1. Μικροσπορίδια - Enterocytozoon salmonis 
2. Ριζόποδα: Paramoebic gill disease – Paramoeba pemaquidensis 
3. Μυξοσπορίδια - Ceratomyxa spp, Kuboa spp., Henneguya spp. 
4. Κεστώδεις: Ταινιοσκώληκες - Eubothrium crassurus, Eubothrium salvelini 
5. Κωπήποδα: Θαλάσσια ψείρα - Lepeophtheirus salmonis, Caligus 
elongatus, C. minimus 
6. Ισόποδα Cymothoidae - Nerocila orbignyi, Anilocra physodes.  
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H) ΝΟΣΗΜΑΤΑ ΟΦΕΙΛΟΜΕΝΑ ΣΕ ΔΙΑΤΡΟΦΙΚΑ Ή ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΑ 
ΑΙΤΙΑ: 
1. Καταρράκτης 
2. Τύφλωση - Σύνδρομο μελανώματος 
3. Σύνδρομο νέκρωσης των λιπωδών κυττάρων (FCNS) 
4. Υπερτυροσιναιμική κοκκιωμάτωση 
5. Πλαγκτονική ανθοφορία 
6. Σύνδρομο καρδιομυοπάθειας (CMS) 
7. Η επαφή με μέδουσες  
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1.2. ΟΙ NODA-IOI ΤΩΝ ΙΧΘΥΩΝ (ΙΟΣ ΤΗΣ 
ΕΓΚΕΦΑΛΟΠΑΘΕΙΑΣ ΚΑΙ 
ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙΔΟΠΑΘΕΙΑΣ) 
1.2.1. Ταξινόμηση - ονοματολογία των ιών Noda 
Ο πρώτος ιός της οικογένειας αυτής (Nodamura virus, γένος Alphanodavirus) 
απομονώθηκε το 1990 στο χωριό Nodamura (σημερινό Nodashi) της Ιαπωνίας και γι’ 
αυτό το λόγο, η οικογένεια ονομάστηκε Nodaviridae. Η οικογένεια Nodaviridae 
αποτελείται από δύο γένη: Το γένος Alphanodavirus, το οποίο μολύνει κυρίως έντομα 
(Ball et al., 1998) και το γένος Betanodavirus το οποίο μολύνει ιχθύες (Carstens et 
al., 2000). 
 Το γένος Alphanodavirus αποτελείται από οχτώ είδη ιού, εκ των οποίων τα 
επτά είναι αποδεκτά από την Διεθνή Επιτροπή Ταξινόμησης των Ιών (ICTV) και η μια 
είναι κατηγοριοποιημένη ως μέλος ενώ στο γένος Betanodavirus κατατάσσονται 
επισήμως 4 ιοί και επιπλέον υπάρχουν και εννέα προσωρινά μέλη (http2).  
Τα είδη Nodavirus που οριστικοποίησε η Διεθνής Επιτροπή Ταξινόμησης των 
Ιών είναι τα εξής: Barfin flounder nervous necrosis virus (BFNNV), Redspotted 
grouper nervous necrosis virus (RGNNV), Striped jack nervous necrosis virus 
(SJNNV) και Tiger puffer nervous necrosis virus (TPNNV) ενώ τα είδη που δεν έχουν 
ταξινομηθεί είναι: Atlantic halibut nodavirus (AHNV), και Malabar grouper nervous 
necrosis virus (MGNNV).  
Το γένος Betanodavirus προσβάλλει τους οστεϊχθύες (ιχθύες που φέρουν 
πλήρως οστεοποιημένους σπόνδυλους), θεωρείται θανατηφόρα ασθένεια πολλών 
θαλάσσιων ειδών, προκαλώντας σημαντικές απώλειες που σχετίζονται με 
κενοτοπικές βλάβες του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος (ΚΝΣ) και του 
αμφιβληστροειδούς χιτώνα του οφθαλμού (Yoshikoshi et al., 1990˙  Frerichs 1996˙ 
Dannevig et al. 2000).  
Η ονοματολογία των ειδών του γένους Betanodavirus προέρχεται από το 
κοινό όνομα του είδους των ιχθύων από τα οποία απομονώνονται, σε συνδυασμό με 
το συνθετικό Ιογενής Εγκεφαλοπάθεια και Αμφιβληστροειδοπάθεια (Viral 
Encephalopathy and Retinopathy - VER), γνωστή ως Ιογενής Νευρική Νέκρωση 
(Viral Nervous Necrosis – VNN ή Nodavirus - NV). Για παράδειγμα ο ιός SBNNV 
(Sea Bass Nervous Necrosis Virus) ονομάστηκε έτσι γιατί απομονώθηκε από το 
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λαβράκι (sea bass), ενώ ο ιός που απομονώθηκε από το atlantic halibut 
(Hippoglossus hippoglossus L.) ονομάστηκε AHNV (Atlantic Halibut Nodavirus). 
Επίσης για την ονοματολογία χρησιμοποιείται μερικές φορές το επιστημονικό όνομα 
των ιχθύων, σε συνδυασμό με το συνθετικό EV (Encephalitis Virus), όπως DIEV 
(Dicentrarchus labrax Encephalitis Virus, ιός της εγκεφαλίτιδας του λαβρακιού) ή 
LcDV (Lates calcarifer Encephalitis Virus, ιός της εγκεφαλίτιδας του ασιατικού 
λαβρακιού). 
Η πρώτη απομόνωση του Betanoda-ιού έγινε με σκοπό τη περιγραφή της 
μορφολογίας του και η ταυτοποίηση του ως αιτιολογικός παράγοντας της νόσου της 
ιογενούς εγκεφαλοπάθειας και αμφιβληστροειδοπάθειας (Glazerbrook et al., 1990). 
Αρχικά, υπεύθυνος ιός θεωρήθηκε ο Picorna-ιός (Breuil et al., 1991˙ Mori et al., 
1992) και  αργότερα ταξινομήθηκε ως μέλος της οικογένειας των Nodaviridae (Bloch 
et al., 1991˙ Comps et al., 1994˙ Mushiake et al., 1994˙  Munday et al., 1997).  
1.2.2. Ιστορική αναδρομή - το εύρος του ξενιστή  
Σύμφωνα με τις αρχικές έρευνες, 32 είδη από ιχθύες που ανήκουν σε 16 
οικογένειες από 5 διαφορετικές κλάσεις είναι γνωστό ότι μολύνονται από τους ιούς 
Betanodaviruses (Breuil et al., 1991˙ Bloch et al., 1991˙ Mori et al., 1991˙ Muroga et 
al., 1995˙ Nakai et al., 1995˙ Boonyaratplin et al., 1996˙ Grotmol et al., 1997˙ Munday 
et al., 1997˙ Chi et al., 1999˙ Lai et al., 2001˙ Munday et al., 2002). Φαίνεται να 
υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της υψηλής θερμοκρασίας των υδάτων με τη λοίμωξη των 
ενήλικων λαβρακιών. Η μόλυνση ιχθύων από τον ιό Betanodavirus έχει αναφερθεί σε 
πολλά μέρη του κόσμου με εξαίρεση την αφρικανική ήπειρο (Πίνακας 4) και η 
πλειοψηφία των μολυσμένων ιχθύων είναι σφυρίδες, πλατύψαρα και λαβράκια. Η 
λοίμωξη του ιού αποτελεί σοβαρή απειλή για τα θαλάσσια εκκολαπτήρια καθώς 
εμφανίζεται σε νεαρά ιχθύδια και κυρίως στα στάδια της προνύμφης ενώ υπάρχουν 
αναφορές λοίμωξης και στα πιο ενήλικα στάδια όπως στο Ευρωπαϊκό λαβράκι (Le 
Breton et al. 1997), στo grouper (σφυρίδα) (Fukuda et al., 1996) και Atlantic halibut 
(βακαλάος Ατλαντικού) (Aspehaug et al. 1999).  
Πίνακας 4. Γεωγραφική κατανομή του είδους του ιού της Ιογενής Νευρικής Νέκρωσης (VNN) 
Ήπειρος / χώρα Είδος 
ΑΣΙΑ  
Ταιβάν European eel Anguilla anguilla L (Chi et al., 2001) 
 Barramundi/Asian sea bass Lates calcarifer Bloch (Chi et al., 
2001) 
 Red spotted grouper Epinephelus akaara (Temminck & Schlegel) 
(Chi et al., 1997) 
 Black spotted grouper E. fuscogutatus (Temminck & Schlegel) 
(Lai et al., 2001) 
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 Pompano Trachinotus blochii (Lacepede) (Chi et al., 2001) 
 Cobia Rachycentron canadum L. (Chi et al., 2001) 
Ινδονησία Barramundi/Asian sea bass Lates calcarifer Bloch (Zafran et al., 
1998) 
 Humpback grouper Chromileptes altivelis (Valenciennes) (Zafran 
et al., 2000) 
Μαλαισία Barramundi/Asian sea bass Lates calcarifer Bloch (Awang et al., 
1987) 
 Greasy grouper E. tauvina (Forsskal) (Bondad-Reantaso et al., 
2000) 
Φιλιππίνες Greasy grouper E. tauvina (Forsskal) (Bondad-Reantaso et al., 
2000) 
Σιγκαπούρη Barramundi/Asian sea bass Lates calcarifer Bloch (Chang et al., 
1997) 
 Greasy grouper E. tauvina (Forsskal) (Chua et al., 1995) 
Ταϊτή Barramundi/Asian sea bass Lates calcarifer Bloch (Renault et al., 
1991) 
Ταϋλάνδη Barramundi/Asian sea bass Lates calcarifer Bloch (Glazerbrook et 
al., 1987) 
 Brown spotted grouper E. malabaricus (Bloch & Schneider) 
(Danayadol et al., 1995) 
Ιαπωνία Japanese sea bassLateorabra  japonicus (Cuvier) [104] 
 Red spotted grouper Epinephelus akaara (Temminck & Schlegel) 
(Mori et al., 1991) 
 Kelp grouper E. moara (Bleeker) (Mori et al., 1991) 
 Sevenband grouper E. septemfasciatus (Thunberg) (Zafran et al., 
2000) 
 Striped jack Pseudocaranx dentex (Bloch & Schneider) 
(Yoshikoshi et al., 1990) 
 Purplish amberjack Seriola dumerili (Risso) (Muroga et al., 1995) 
 Japanese parrotfish (Oplegnathus fasciatus) (Temminck & 
Schlegel) (Nguyen et al., 1994) 
 Rock porgy O. punctatus (Temminck & Scniegen) (Yoshikoshi et 
al., 1990) 
 Barfin flounder Verasper moseri (Jordan & Gilbert) (Muroga et 
al., 1995) 
 Japanese flounder Paralichthys olivaceus (Temminck & Schlegel) 
(Nguyen et al., 1994) 
 Tiger puffer Takifugu rubripes (Temminck & Schlegel) (Zafran et 
al., 2000) 
 
Ήπειρος / χώρα Είδος 
Ευρώπη  
Ηνωμένο Βασίλειο Atlantic cod, Gadus morhua L. (Starkey et al., 2000) 
 Dover sole Solea solea L. (Starkey et al., 2000) 
 Halibut Hippoglossus hippoglossus (L.) (Starkey et al., 2000) 
Γαλλία European sea bass Dicentrarchus labrax (L.) (Breuil et al., 1991) 
 Shi drum Umbrina cirrosa (L.) (Comps et al., 1996) 
Ελλάδα European sea bass Dicentrarchus labrax (L.) (Le Breton et al., 1997) 
Ιταλία European sea bass Dicentrarchus labrax (L.) (Bovo et al., 1997) 
 Gilthead sea bream Sparus aurata L. (Dalla Valle et al., 2000) 
 Shi drum Umbrina cirrosa (L.) (Bovo et al., 1997) 
Μάλτα European sea bass Dicentrarchus labrax (L.) (Skliris et al., 2001) 
Πορτογαλία European sea bass Dicentrarchus labrax (L.) (Skliris et al., 2001) 
Ισπανία European sea bass Dicentrarchus labrax (L.) (Skliris et al., 2001) 
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Νορβηγία Halibut Hippoglossus hippoglossus (L.) (Dalla Valle et al., 2000) 
 Turbot Schophthalmus maximus (L.) (Bloch et al., 1991) 
 
Ήπειρος / χώρα Είδος 
Βόρεια Αμερική  
Καναδάς Atlantic cod, Gadus morhua L. (Johnson et al., 2001) 
Καραϊβική  European sea bass Dicentrarchus labrax (L.) (Bellance et al.,1988) 
Η.Π.Α. White sea bass Atractoscion nobilis (Ayres) (Curtis et al., 2001) 
 
Ήπειρος / χώρα Είδος 
Αυστραλία Barramundi/Asian sea bass Lates calcarifer Bloch (Le Breton et al., 1997) 
 
Η πρώτη συνοπτική περιγραφή των αλλοιώσεων της νόσου, πριν ακόμα 
καθοριστεί ο αιτιολογικός παράγοντας, δόθηκε το 1987 ενώ το επόμενο έτος 
παρουσιάστηκε μια πιο λεπτομερής περιγραφή και την ίδια χρονιά αναφέρθηκε ίδια 
παθολογική κατάσταση σε ευρωπαϊκό λαβράκι (Dicentrarchus labrax, Linnaeus) στην 
Καραϊβική (Glazerbrook et al., 1990). 
Το 1988, επίσης, αναφέρθηκαν μαζικές θνησιμότητες για πρώτη φορά στη 
Μαρτινίκα (νησί της καραϊβικής) σε λαβράκι της Μεσογείου, οι οποίες σχετίζονται με 
εγκεφαλίτιδα και παρουσία ιικών σωματιδίων σε νευρικά κύτταρα (Rodgers et al., 
1998). Τα επόμενα 5 χρόνια αναφέρθηκαν αντίστοιχες περιπτώσεις παρόμοιας 
νόσου, ιογενούς αιτιολογίας, σε εκκολαπτόμενες προνύμφες και νεαρά διαφορετικών 
ειδών θαλάσσιων ψαριών. Συγκεκριμένα, το νόσημα παρατηρήθηκε σε ασιατικό 
λαβράκι (Lates calcarifer, Bloch) (Renault et al., 1991˙ Glazerbrook et al., 1987), σε 
ιαπωνικό ψάρι παπαγάλο (Yoshikoshi et al., 1990) , σε turbot (Scophthalmus 
maximus L..) (Bloch et al., 1991), σε redspotted grouper (Mori et al., 1991), σε 
japanese flounder (Paralichthys olivaceus, Temmick & Schegel) (Nguyen et al., 
1994), σε στήρα μαλαμπάρ (Epinephelus malabaricus, Bloch & Schneider) 
(Boonyaratplin et al., 1996) σε halibut (Grotmol et al., 1997) και σε κοκάλι (Munday et 
al., 1997).  
Σε όλες τις περιπτώσεις κατά την ιστολογική εξέταση των μολυσμένων 
ψαριών, το κυρίαρχο εύρημα ήταν η παρουσία κενοτοπίων στα νευρικά κύτταρα, τον 
εγκέφαλο και τον αμφιβληστροειδή χιτώνα του οφθαλμού. 
Παρότι η νόσος τελικά, παρατηρείται σε ιχθύες του θαλασσινού νερού, έχουν 
αναφερθεί και περιστατικά φυσικής λοίμωξης σε ψάρια γλυκού νερού στην 
Αυστραλία. Συγκεκριμένα, αναφέρεται η ύπαρξη των τυπικών ιστοπαθολογικών 
αλλοιώσεων και η ανεύρεση σωματιδίων του Noda-ιού στον εγκέφαλο αυστραλιανού 
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γατόψαρου (Tandanus tandanus, Mitchell), που ζούσε σε γλυκό νερό γύρω από 
κλωβούς στους οποίους εκτρεφόταν ασιατικό λαβράκι (Munday et al., 2002).  
Το 2004, με συμβατική και ένθετη PCR (nested-PCR), ελέγχθηκαν 30 είδη 
υγιών καλλιεργούμενων και άγριων ιχθύων, τα οποία συλλέχθηκαν από δύο 
απομακρυσμένες περιοχές της Ιαπωνίας. Από τα είδη αυτά, στα 27 ανιχνεύτηκε ιός 
Noda και από αυτά τα 21 δεν έχουν αναφερθεί ξανά ως ευαίσθητα στον ιό (Gomez et 
al., 2004) (Πίνακας 5). 
 
Πίνακας 5 Εικοσιένα είδη ψαριών που αναφέρθηκαν για πρώτη φορά το 2004 ως ευαίσθητα στον 
Noda-ιό (Gomez et al., 2004) 
Black rockfish, Sebastes inermis (Cuvier)  
Black scraper, Thamnaconus modestus (Günther)  
Devil stinger, Inimicus japonicus (Cuvier)  
Flathead grey mullet, Mugil cephalus cephalus (L.)  
Freckled porcupine fish, Diodon holocanthus (L.)  
Heavenly damselfish, Pomacentrus coelestis (Jordan & Starks)  
Japanese bullhead shark, Heterodontus japonicus (Maclay & 
Macleay)  
Japanese jack mackerel, Trachurus japonicus (Temminck & 
Schlegel)  
Japanese scad, Decapterus maruadsi (Temminck & Schlegel)  
Luna lionfish, Pterois lunulata (Temminck & Schlegel)  
Marbled rockfish, Sebastiscus marmoratus (Cuvier)  
Marbled sole, Pleuronectes yokohamae (Günther)  
Moorish idol, Zanclus cornutus (L.)  
Oblong rockfish, S. oblongus (Günther)  
Panther puffer, Takifugu pardalis (Temminck & Schlegel)  
Red sea bream, Pagrus major (Temminck & Schlegel)  
Schlegel's black rockfish, S. schlegeli (Hilgendorf)  
Spotbelly rockfish, S. pachycephalus (Temminck & Schlegel)  
Striped catfish eel, Plotosus lineatus (Thunberg)  
Stripey fish, Microcanthus strigatus (Cuvier)  
Threadsail filefish, Stephanolepis cirrhifer (Temminck & Schlegel)  
 
1.2.3. Μορφολογία, δομή και σύσταση των Betanoda-
ιών 
Οι Betanoda-ιοί, είναι σφαιρικοί ιοί με διάμετρο περίπου 30 nm, δεν 
περικλείονται από μεμβρανώδη φάκελο και αποτελούνται από το καψίδιο και το 
γένωμα (εικόνα 1). Διαπιστώθηκε η ύπαρξη πυκνωτικού πυρήνα, διαμέτρου 13-
21nm, που περιβάλλεται από μια διαυγή περιοχή διαμέτρου περίπου 5nm. Τα ιικά 
σωματίδια συνδέονται με τη μεμβράνη του ενδοπλασματικού δικτύου ή είναι 
ελεύθερα στο κυτταρόπλασμα και ορατά ως παρακρυσταλλικές περιοχές (Breuil et 
al., 1991˙ Bloch et al., 1991˙ Boonyaratplin et al., 1996˙ Grotmol et al., 1997˙ 
Glazerbrook et al., 1987).  
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Το καψίδιο είναι εικοσαεδρικής συμμετρίας (T=3 εικοσαεδρική συμμετρία, 180 
πρωτεϊνικές υπομονάδες), αποτελείται από 32 καψομερίδια και συγκροτείται από μία 
καψιδιακή πρωτεΐνη, την CP (Coat Protein) ή α πρωτεΐνη (http3). Η CP παρουσιάζει 
τρία μείζονα επίπεδα: Έναν Ν-τερματικό βραχίονα (επέκταση εντός της υπομονάδας 
στην εσωτερική επιφάνεια), μία ζελατινώδη S-περιοχή (shell domain) και μία 
προεξέχουσα P-περιοχή (protrusion domain) που σχηματίζεται από τριμερείς 
προεξοχές (Εικόνα 2) (Chen et al., 2015).  
Το γένωμά τους είναι θετικής πολικότητας, γραμμικό μονόκλωνο RNA 
(ssRNA), μήκους 4.500 βάσεων. Το 5'-άκρο του φέρει καλύπτρα, ενώ στο 3'-άκρο 
δεν υπάρχει πολυ-Α ουρά (Nagai et al., 1999). Το γένωμα χωρίζεται σε δύο 
ανισομεγέθη γενωμικά τμήματα: το RNA1 (3.100 bp)  κωδικοποιεί την RNA 
πολυμεράση (RNAP ή RNApol), η οποία είναι το ένζυμο που είναι υπεύθυνη για την 
μεταγραφή μιας ακολουθίας DNA ή RNA σε RNA (110 kDa), και το RNA2 (1.400 bp) 
κωδικοποιεί τον πρόδρομο της CPp (42 kDa) (Σχήμα 1) (Toffolo et al., 2007). Έχουν 
αναφερθεί ολοκληρωμένες νουκλεοτιδικές αλληλουχίες από τα RNA1 και RNA2 για 
SJNNV (Iwarnoto et al., 2001˙  Tan et  al., 2001˙ Iwarnoto et al., 2004˙ Sommerset et 
al., 2004) 
 
Εινόνα 1. Το σωματίδιο των Noda-ιών (http3) 
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Εικόνα 2. Συνολική δομή ενός Grouper Nervous Necrosis Virus-like particle (GNNV- LP). (Α) Αρνητική 
εικόνα χρώσης ΕΜ των GNNV-LPs, (B) υπομονάδα C του GNNV-LP. Φαίνονται με γκρι χρώμα το άκρο N-ARM, με 
μωβ χρώμα ο N -βραχίονας (Ν-arm), με κόκκινο χρώμα η S-περιοχή (S-domain), με κυανό χρώμα η P-περιοχή (P-
domain), με μπλε χρώμα η περιοχή σύνδεσης (Linker region) και με κίτρινο χρώμα τα ιόντα ασβεστίου (Ca2 ion), (C) 
Τοπολογία του GNNV-LP, με τις έλικες και τα σκέλη να παριστάνονται με κυλίνδρους και βέλη, αντίστοιχα. (D) 
Διάγραμμα επιφανειακού εμβαδού (αριστερά) και κεντρική κοιλότητα (δεξιά) αναπαριστούν την εικοσαεδρική 
συμμετρία (T=3) του GNNV-LP. Η απόσταση από άκρη σε άκρο είναι ~ 350 Α, η διάμετρος της κεντρικής κοιλότητας 
είναι ~ 228 Α, και η προεξοχή της ακίδας στην επιφάνεια του καψιδίου είναι ~ 47 Α. Οι περιοχές S των υπομονάδων 
Α, Β και C εμφανίζονται σε πορτοκαλί, μπλε και κόκκινο, αντίστοιχα, και οι περιοχές Ρ εμφανίζονται σε κυανό. Η δομή 
του GNNV-LP παρατηρείται κατά μήκος των αξόνων I2, I3 και I5. (Πηγή: Chen et al., 2015) 
 
Σχήμα 1. Σχηματική παράσταση του γενώματος των Betanodavirus (http3) 
Στο RNA2 τμήμα διακρίνεται μία συντηρημένη και μία Τ4 μεταβλητή περιοχή. 
Η ειδικότητα του κάθε ξενιστή Betanoda-ιού ορίζεται από τη μεταβλητή αυτή περιοχή 
(Nishizawa et al., 1997). Κατά τη διάρκεια της μεταγραφής του ακολουθίας του 
γενώματος των Betanoda-ιών στα κύτταρα του ξενιστή, διαπιστώθηκε ότι από το 3΄-
άκρο του RNA1 συντίθεται ένα υπογενωμικό RNA, το RNA3. Το RNA3 φέρει δύο 
υποθετικά ORFs (ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης, Open Reading Frames), που 
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κωδικοποιούν δύο μη δομικές πρωτεΐνες, τις B1 (111 aa) και B2 (75 aa) (Chen et al., 
2015).  
1.2.3.1. Φυλογενετική συγγένεια μεταξύ των ειδών της οικογένειας  
Nodavirinae 
Βάσει της φυλογενετικής ανάλυσης που βασίστηκε στην αλληλουχία των 
νουκλεοτιδίων της μεταβλητής περιοχής (Τ4 περιοχή) του RNA1 γενωμικού 
τμήματος, οι Betanoda-ιοί έχουν συγκεντρωθεί σε τέσσερις κύριους γονότυπους: 
striped jack nervous necrosis virus (SJNNV)-type, tiger puffer nervous necrosis virus 
(TPNNV)-type, barfin flounder nervous necrosis virus (BFNNV) type, και τέλος red-
spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV)-type (Nishizawa et al., 1997). 
Οι γονότυποι SJNNV και TPNNV ονομάστηκαν έτσι γιατί οι ιοί που 
κατατάσσονται σε αυτούς έχουν απομονωθεί από το κοκάλι (Striped jack, 
Pseudocaranx dentex, Bloch & Schneider) και το είδος Tiger puffer (Takifugu 
rubripes, Temmick & Schegel), αντίστοιχα. γονότυπος RGNNV πήρε το όνομά του 
από το ψάρι Red spotted grouper (Epinephelus akaara, Temmick & Schegel) και τα 
στελέχη του έχουν απομονωθεί από μια πληθώρα θερμόφιλων ειδών ψαριών (Skliris 
et al., 2001) Οι ιοί Νoda των ψυχρόφιλων ειδών ψαριών κατανεμήθηκαν στο 
γονότυπο BFNNV, ο οποίος ονομάστηκε έτσι από το είδος Barfin flounder (Verasper 
moseri, Jordan & Gilbert). Πρόσφατα, προτάθηκε και ένας 5ος γονότυπος, ο TNV 
(Turbot nodavirus) (Toffolo et al., 2007). 
Μεταξύ των προαναφερθέντων 4 γoνοτύπων, η ομοιότητα στο RNA1 τμήμα 
τους κυμαίνεται από 76% έως 82%, σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και από 81% έως 
88%, σε επίπεδο αμινοξέων. Αντίθετα, η ομοιότητα στα αντίστοιχα τμήματα μεταξύ 
των Alphanoda- και Betanoda-ιών είναι πολύ μικρή (29%, σε επίπεδο νουκλεοτιδίων 
και 11% ή και μικρότερη, σε επίπεδο αμινοξέων) (Nishizawa et al., 1997). 
1.2.3.2. Ορολογική συγγένεια των γενοτύπων των Betanoda-ιών 
Οι προσδιορισμένοι γονότυποι συσχετίζονται με τρεις διαφορετικούς 
ορότυπους που έχουν ταυτοποιηθεί με εξουδετέρωση του ιού με πολυκλωνικά 
αντισώματα, διαφορετικά είδη ξενιστών και με in vitro βελτιστοποίηση θερμοκρασίας 
(Iwamoto et al., 2000˙ Mori et al., 2003). Για να αποφευχθεί η σύγχυση όσον αφορά 
την ταξινόμηση, η αριθμητική ονοματολογία (ομάδα I, II, III και IV), ανεξάρτητα από 
την προέλευση του κάθε είδους ξενιστή, προτάθηκαν οι επίσημοι γονότυποι, τα είδη 
ξενιστών και η βέλτιστη θερμοκρασία ανάπτυξης in vitro (Πίνακας 5) (Iwamoto et al., 
2000). Ο ορότυπος Α αντιστοιχεί στον γενότυπο SJNNV, ο ορότυπος B περιλαμβάνει 
στελέχη που ανήκουν στον γενότυπο TPNNV και ο ορότυπος C περιλαμβάνει 
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αμφότερους τους γενότυπους BFNNV και RGNNV. Η ορολογική συγγένεια μεταξύ 
των γενοτύπων BFNNV και RGNNV φαίνεται ότι οφείλεται στη μεγάλη ομοιότητα που 
παρατηρείται στις αλληλουχίες του RNA1 γενωμικού τμήματός τους (Mori et al., 
1991). 
Πίνακας 5. Οι γονοτυπικές και φαινοτυπικές παραλλαγές του Betanoda-ιού 
Γονότυπος Ορότυπος Είδος 
Βέλτιστη 
θερμοκρασία 
ανάπτυξης 
SJNNV Α Stripped jack 20–25°C 
TPNNV Β Tiger puffer 20°C 
BFNNV C 
Ιχθύες παγωμένων υδάτων: 
Atlantic halibut, 
Atlantic cod, flounders, κλπ. 
15–20°C 
RGNNV C 
Ιχθύες παγωμένων υδάτων: 
Atlantic halibut, 
Atlantic cod, flounders, κλπ. 
25–30°C 
 
1.2.4. Επιβίωση του Betanoda-ιού εκτός του ξενιστή 
Οι Betanoda-ιοί είναι εξαιρετικά ανθεκτικοί και μπορούν να επιβιώσουν για 
μεγάλο χρονικό διάστημα σε χαμηλές θερμοκρασίας στο θαλάσσιο υδάτινο 
περιβάλλον. Ταυτόχρονα όμως, το ποσοστό επιβίωσης τους επηρεάζεται σημαντικά 
στους 25°C και άνω (Frerichs et al., 2000). Μετά την εμφάνιση της ασθένειας σε ένα 
υδάτινο περιβάλλον, είναι πιθανό να παραμείνει η επιμόλυνση επί μακρές χρονικές 
περιόδους και να αποτελέσει πηγή μόλυνσης για τα άγρια ευπαθή είδη ιχθύων. Σε 
κατεψυγμένους ιχθύες, ο ιός παραμένει για μεγάλα χρονικά διαστήματα και μπορεί να 
αποτελέσει σοβαρό κίνδυνο εάν χρησιμοποιηθούν για τη διατροφή (Mori et al., 2005). 
Εκτός υδάτινου περιβάλλοντος, οι Betanoda-ιοί φαίνεται να χάνουν πολύ εύκολα την 
κυτοπαθογονικότητα τους η οποία σχετίζεται με την ενσωμάτωση κυτταρικών 
αλληλουχιών στο ιικό γονιδίωμα τους. Σε συνθήκες ξήρανσής παρατηρήθηκε >99% 
απενεργοποίηση μετά από μια περίοδο 7 ημερών στους 21°C (Maltese et al., 2007). 
1.2.5. Μέθοδοι αδρανοποίησης του Betanoda-ιού 
Τα κοινά απολυμαντικά όπως το υποχλωριώδες νάτριο, το ιώδιο, το 
υπεροξείδιο του υδρογόνου και το χλωριούχο βενζαλκόνιο είναι πολύ χρήσιμα για 
την αδρανοποίηση των Betanoda-ιών, ενώ η φορμαλίνη παρουσιάζει μια μικρή 
δραστικότητα (Frerichs et al., 2000). Το όζον έχει επίσης χρησιμοποιηθεί για να 
αποφευχθεί ή να μειωθεί η μόλυνση του ιού στην επιφάνεια του κελύφους του αυγού 
(Grotmol et al., 2000) και το επιμολυσμένο νερό μπορεί να αποστειρωθεί 
αποτελεσματικά με έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία (Frerichs et al., 2000). 
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1.3. Η ΙΟΓΕΝΗΣ ΕΓΚΕΦΑΛΟΠΑΘΕΙΑ ΚΑΙ 
ΑΜΦΙΒΛΗΣΤΡΟΕΙΔΟΠΑΘΕΙΑ (VER) 
1.3.1. Ο κύκλος ζωής του Betanoda-ιού 
Η αρχική πηγή μόλυνσης των εκτρεφόμενων πληθυσμών θεωρείται η 
παρουσία του ιού στις δεξαμενές ενώ το εμπόριο των μολυσμένων ιχθύων 
αντιπροσωπεύει τον πιο συνηθισμένο τρόπο διάδοσης μεγάλων σωματιδίων του ιού. 
Λαμβάνοντας υπόψη τα αποτελέσματα που προκύπτουν από διάφορες πειραματικές 
λοιμώξεις, ο ιός πιθανότατα εισβάλλει στον ξενιστή μέσω του εντερικού επιθηλίου και 
του περιφερικού νευρικού συστήματος, φτάνοντας πολύ σύντομα στο κεντρικό 
νευρικό σύστημα (ΚΝΣ) όπου μπορεί να προκαλέσει το θάνατο του ξενιστή ή να 
παραμείνει για αρκετά χρόνια στους επιζώντες (Johansen et al., 2004). O Betanoda-
ιός μπορεί να διαδοθεί από τους νεκρούς αποσυντιθέμενους ιχθύες στο θαλάσσιο 
περιβάλλον φτάνοντας ακόμα και σε διαφορετικούς βιολογικούς φορείς. Επιπλέον, οι 
νοσούντες ιχθύες, μπορούν εύκολα να κανιβαλιστούν που εκτός από τη δυνατότητα 
μόλυνσης, μπορούν να διαδώσουν και τον ιό μέσω μολυσμένων κοπράνων. Έχει 
αναφερθεί επίσης η κάθετη μετάδοση σε ορισμένα είδη (Arimoto et al., 1992˙ Comps 
et al., 1994˙ Mushiake et al., 1994˙ Grotmol et al., 2000˙ Watanabe et al., 2000) και 
σε αυτή τη περίπτωση ο Betanoda-ιός μπορεί να μολύνει τις γονάδες (Mushiake et 
al., 1994˙ Nishizawa et al., 1994˙ Dalla Valle et al., 2000), τα αυγά και τα σπερματικά 
υγρά (Nishizawa et al., 1994).   
1.3.2. Παθογένεια της νόσου 
Έχουν γίνει διάφορες μελέτες για τον εντοπισμό της πύλης εισόδου του ιού 
στον οργανισμό και τον τρόπο εξάπλωσής του στο ΚΝΣ και ανιχνεύτηκε στο ΚΝΣ 
όσο και σε εκφυλισμένα κύτταρα της επιδερμίδας του δέρματος προσβεβλημένων 
ιχθύων (Nguyen et al., 1996). Έτσι γεννήθηκε το ερώτημα εάν το δέρμα αποτελεί το 
σημείο εισόδου του ιού στον οργανισμό ή αν ο εντοπισμός του ιού στο δέρμα είναι 
επακόλουθο συστηματικής λοίμωξης. Ο εγκέφαλος και ο αμφιβληστροειδής χιτώνας 
του οφθαλμού έχουν θεωρηθεί ως οι κύριοι ιστοί - στόχοι του ιού. Ωστόσο, 
εντοπίστηκε ο ιός στο οσφρητικό επιθήλιο ή στους οσφρητικούς λοβούς του 
εγκεφάλου (Grotmol et al., 1999˙ Mladineo et al., 2003˙ Johansen et al., 2004).  
Ο εντοπισμός του ιού στους οσφρητικούς λοβούς του εγκεφάλου δείχνει ότι 
πιθανόν αυτός εισέρχεται από τη ρινική κοιλότητα (Péducasse et al., 1999). Τέλος, με 
τη μέθοδο της ανοσοϊστοχημείας ανιχνεύτηκε ο ιός και σε κύτταρα στο επιθήλιο του 
δέρματος των εντέρων και των βραγχίων, (Grotmol et al., 1999) ενώ με την ίδια 
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τεχνική, παρατηρήθηκε σε φλέβα του ήπατος, θετικά στον ιό κύτταρα (Mladineo et 
al., 2003). 
Σχετικά με τον τρόπο εξάπλωσης στο ΚΝΣ, θεωρείται ότι επιτυγχάνεται με 
τρεις  τρόπους: α) με τοπική εξάπλωση μέσω των γειτονικών ιστών, β) με εξάπλωση 
μέσω των νεύρων και γ) αιματογενώς (Grove et al., 2003). Το δέρμα έχει θεωρηθεί 
ιστός μέσω του οποίου οι Betanoda-ιοί εισέρχονται στον οργανισμό του ψαριού, 
καθώς ιοσωμάτια NNV έχουν ανευρεθεί σε επιθηλιακά κύτταρα της επιδερμίδας 
(Nguyen et al., 1996).  
Ο νωτιαίος μυελός και τα νωτιαία γάγγλια έχουν προταθεί ως αρχικές 
περιοχές πολλαπλασιασμού των Betanoda-ιών, στη περιοχή ακριβώς επάνω από τη 
νηκτική κύστη, σε προνύμφες και νεαρά άτομα ιαπωνικού ψαριού παπαγάλου 
(Yoshikoshi et al., 1990), σε προνύμφες κοκαλιού (Nguyen et al., 1996), σε νεαρά 
άτομα ιαπωνικού λαβρακιού (Jung  et al., 1996), και σε λάρβες atlantic halibut 
(Grotmol et al., 1999). Με παρακλάδια σε σχεδόν κάθε όργανο και με απευθείας 
επικοινωνία με τον εγκέφαλο, το πνευμονογαστρικό νεύρο είναι η κεντρική λεωφόρος 
του ΚΝΣ. Έτσι, ο ιός μεταφέρεται κατά μήκος του πνευμονογαστρικού νεύρου από το 
έντερο, έπειτα εξαπλώνεται οπισθίως έως το τέλος του νωτιαίου μυελού και 
προσθίως πρώτα στον εγκέφαλο και τέλος στον αμφιβληστροειδή χιτώνα του 
οφθαλμού (Nguyen et al., 1996).  
Όταν ο ιός εισέρχεται από τη ρινική κοιλότητα, διεισδύει το οσφρητικό 
επιθήλιο, διέρχεται μέσω του οσφρητικού νεύρου και του οσφρητικού λοβού, 
παρατηρείται μεγάλος αριθμός ανοσοθετικών κυττάρων στον οπτικό λοβό του 
εγκεφάλου, τον προμήκη μυελό, τον νωτιαίο μυελό και τέλος τις εσωτερικές στιβάδες 
του αμφιβληστροειδούς χιτώνα του οφθαλμού. Συνεπώς, ο ιός εγκαθίσταται στον 
αμφιβληστροειδή χιτώνα μέσω του οπτικού νεύρου (Péducasse et al., 1999˙ 
Mladineo et al., 2003˙ Grove et al., 2003˙ Johansen et al., 2003).   
Η διασπορά του ιού στους ιστούς των ιχθύων ανιχνεύθηκε και σε μη-
νευρικούς ιστούς όπως οι μύες (Nguyen et al., 1996˙ Su et al., 2015), ο νεφρός (Su 
et al., 2015), το ήπαρ (Mladineo et al., 2003˙ Benjamin et al., 2012˙ Su et al., 2015), 
το ουραίο πτερύγιο (Benjamin et al., 2012˙ Mazelet et al., 2011) τον σπλήνα (Su et 
al., 2015˙ Benjamin et al., 2012), την καρδιά (Su et al., 2015) και το αίμα (Dalla Valle 
et al., 2000˙ Lopez-Jimena et al., 2010). Ωστόσο ο πολλαπλασιασμός του ιικού 
γενώματος στους ιστούς αυτούς φαίνεται να μην οδηγεί σε παραγωγική μόλυνση, 
πιθανά λόγω κάποιας ανεπιτυχούς διαδικασίας που λαμβάνει χώρα κατά τα 
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τελευταία στάδια του ιικού κύκλου σε αυτά τα κύτταρα, όπως η ωρίμανση των 
ιοσωματίων (Lopez-Jimena et al., 2011).  
Ενδοπεριτοναϊκές μολύνσεις ψαριών έχουν αποδείξει την ικανότητα του ιού 
να μεταφέρεται από την περιτοναϊκή κοιλότητα (Korsnes et al., 2005) στον εγκέφαλο 
και σε άλλα εσωτερικά όργανα (Su et al., 2015) μέσω του αίματος από τον εγκέφαλο 
ή το σημείο του ενοφθαλμισμού στα εσωτερικά όργανα στα οποία ανιχνεύεται 
μεταγενέστερα σε σχέση με τους νευρικούς ιστούς (Lopez-Jimena et al., 2011).  
1.3.3. Κλινικά συμπτώματα της νόσου 
Τα κλινικά συμπτώματα της ιογενούς εγκεφαλοπάθειας και 
αμφιβληστροειδοπάθειας, σχετίζεται με τις αλλοιώσεις που προκαλούν οι Betanoda-
ιοί στα κύτταρα του Κ.Ν.Σ. και του οφθαλμού των ιχθύων. Παρατηρείται η έντονη 
ανορεξία, οι ληθαργικές κινήσεις, οι κινητικές ανωμαλίες, η απώλεια ελέγχου της 
νηκτικής κύστης, η δυσλειτουργία όρασης και ο σκούρος χρωματισμός του δέρματος 
(Πίνακας 6) (Munday et al., 2002).  
Οι διάφορες κινητικές ανωμαλίες χαρακτηρίζονται από σπειροειδή και κυκλική 
κολύμβηση, απότομη προς τα εμπρός κίνηση, υπερκινητικότητα, κάμψη του 
σώματος και ληθαργική συμπεριφορά. Τα πλατύψαρα εμφανίζουν κυρίως κυκλική 
κολύμβηση και στάση με την κοιλιακή χώρα προς τα πάνω (Yoshikoshi et al., 1990˙ 
Glazerbrook et al., 1990˙ Breuil et al., 1991˙ Bloch et al., 1991˙ Mori et al., 1991˙ 
Grotmol et al., 1997). Έχει αναφερθεί σε λαβράκια κάθετη στάση με το κεφάλι ή το 
ουραίο πτερύγιο κάτω από την επιφάνεια του νερού (Bovo et al., 1999).   
Επίσης έχει αναφερθεί σε ασιατικό και ευρωπαϊκό λαβράκι καθώς και σε 
κοκάλι, διόγκωση της νηκτικής κύστης το οποίο προκαλεί έντονα προβλήματα στην 
πλευστότητα (Breuil et al., 1991˙ Mori et al., 1992) Τα περισσότερα είδη ιχθύων 
εμφανίζουν σκούρο χρωματισμό στο δέρμα ενώ οι προνύμφες  του ασιατικού 
λαβρακιού και του atlantic halibut εμφανίζονται ως πιο ωχρές (Glazerbrook et al., 
1990˙ Breuil et al., 1991). Λόγω των διαταραχών στην όραση πολλά ψάρια 
παρουσιάζουν εξελκώσεις στο πρόσθιο τμήμα του ρύγχους και μπορεί να 
παρατηρηθεί σημαντική ελάττωση ή και εξαφάνιση του λιπώδους ιστού των ιχθύων 
λόγω ανορεξίας το οποίο συνοδεύεται πάντα από σημαντική απώλεια βάρους 
(απίσχναση). Το κυριότερο σύμπτωμα που παρατηρείται κατά την περίοδο έξαρσης 
του νοσήματος είναι οι μαζικοί θάνατοι, ειδικά στις προνύμφες (Munday et al., 1997).  
Η σφοδρότητα των κλινικών συμπτωμάτων και της θνησιμότητας εξαρτάται 
από την ηλικία των ιχθύων και τη θερμοκρασία των υδάτων. Όσο πιο μικροί είναι οι 
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ιχθύες που  προσβάλλονται, τόσο μεγαλύτερα είναι τα ποσοστά θνησιμότητας. Έτσι, 
οι απώλειες είναι πολύ μεγάλες όταν οι ιχθύες προσβάλλονται στο στάδιο της 
προνύμφης ή σε νεαρά στάδια ανάπτυξης.  
Σημαντικές απώλειες ωστόσο, έχουν αναφερθεί και σε μεγαλύτερους ηλικίας 
ιχθύες, ειδικά σε λαβράκι (Le Breton et al., 1997), σε είδη του γένους Epinephelus 
(Fukuda et al., 1991), και σε atlantic halibut (Aspehaug et al., 1999). Η θερμοκρασία 
είναι ένας πολύ βασικός παράγοντας που καθορίζει την εκδήλωση των κλινικών 
συμπτωμάτων. Οι υψηλές θερμοκρασίες φαίνεται να σχετίζονται με την εμφάνιση της 
νόσου. Υψηλότερη θνησιμότητα και νωρίτερη εμφάνιση της ασθένειας παρατηρήθηκε 
σε υψηλότερες θερμοκρασίες, ενώ θερμοκρασίες νερού άνω των 31°C ανέστειλαν 
τον πολλαπλασιασμό του RGNNV σε humpback grouper (Chromileptes altivelis) 
(Yuasa et al., 2007). Τέλος, σύμφωνα με τα αποτελέσματα πειραματικών μολύνσεων 
σε λαβράκι και γλώσσα, ο γενότυπος του ιού και η περιοχή προέλευσης του, πιθανά 
επιδρούν στην εκδήλωση και την ένταση των κλινικών συμπτωμάτων όπως επίσης 
και στο μέγεθος της θνησιμότητας (Breuil et al., 1991˙ Souto et al., 2015). 
Πίνακας 6. Χαρακτηριστικά της ιογενούς εγκεφαλοπάθειας 
και αμφιβληστροειδοπάθειας σε προνύμφες και νεαρά ψάρια 
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1.3.3.1. Υποκλινική λοίμωξη από τον ιό Noda 
Η υποκλινική λοίμωξη από Betanoda-ιούς χαρακτηρίζεται από την παρουσία 
του ιού σε ιχθύες, χωρίς εκδήλωση της νόσου και μπορεί να οδηγήσει στη μετάδοσή 
του (Gomez et al., 1999˙ Castric et al., 2001), με τη κάθετη να θεωρείται ως ένας από 
τους κυριότερους τρόπους (Breuil et al., 2002). 
Έχει αναφερθεί επίμονη υποκλινική λοίμωξη από Betanoda-ιούς σε 
εκτρεφόμενους και άγριους πληθυσμούς ιχθύων. Αρχικά, το 1991 είχε μελετηθεί 
κατανομή του ιού στους ιστούς των ασυμπτωματικών φορέων της νόσου και με τη 
μέθοδο της έμμεσης ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), εντοπίστηκε ο 
ιός σε γονιμοποιημένα αυγά και σε ωοθήκες γεννητόρων κοκαλιού, όχι όμως στους 
όρχεις και τον εγκέφαλο των γεννητόρων (Arimoto et al., 1992). Στη συνέχεια το 
1996, εξετάστηκαν ενήλικα κοκάλια με ανοσοφθορισμό και ανιχνεύθηκε ο ιός στις 
γονάδες, το έντερο, τον στόμαχο, τον νεφρό και το ήπαρ, αλλά όχι όμως στο ΚΝΣ 
(Nguyen et al., 1996).  
Αρκετά χρόνια αργότερα, το 2001, ο ιός απομονώθηκε από ασυμπτωματικές 
τσιπούρες που εκτρέφονταν δίπλα σε λαβράκια με έντονα κλινικά συμπτώματα 
ιογενούς εγκεφαλοπάθειας και αμφιβληστροειδοπάθειας. Οι συγγραφείς θεώρησαν 
την τσιπούρα ως ασυμπτωματικό φορέα του ιού, καθώς, αφενός τα ψάρια δεν 
εκδήλωσαν νόσο μετά από ενοφθαλμισμό του ιού, αφετέρου μπορούσαν να 
μεταδώσουν τον ιό σε λαβράκια με τα οποία συμβίωναν (Κλαουδάτος et al., 2012).  
Πιθανοί ανοσολογικοί μηχανισμοί που εμπλέκονται στην εκδήλωση 
υποκλινικής μόλυνσης είναι ο εγκλωβισμός του ιού ή ο χαμηλός ιικός 
πολλαπλασιασμός υπό την επίδραση της ιντερφερόνης στους ιστούς του ξενιστή 
(Hedrick et al., 1981˙ Lee et al., 2002˙ Chi et al., 2005).  
Μεταξύ των παραγόντων που μπορούν να επιδράσουν στη μετατροπή μιας 
υποκλινικής μόλυνσης σε οξεία, συγκαταλέγονται βιολογικοί και περιβαλλοντικοί 
στρεσσογόνοι παράγοντες, όπως διαταραχές στη σίτιση (Johansen et al., 2004), 
επαναλαμβανόμενες ωοτοκίες (Mushiake et al., 1994), υψηλές θερμοκρασίες νερού 
(Chi et al., 2003) και αυξημένα επίπεδα CO2 και PO4 (Athanassopoulou et al., 2004). 
Ανιχνεύθηκε ο ιός με ανοσοϊστοχημεία, RT-PCR και ηλεκτρονική 
μικροσκόπηση, σε κύτταρα του Κ.Ν.Σ. προνυμφών atlantic halibut που δεν 
εμφάνιζαν συμπτωματολογία ιογενούς εγκεφαλοπάθειας και 
αμφιβληστροειδοπάθειας (Johnson et al., 2002), όπως επίσης ανιχνεύθηκε με RT-
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
52 
 
PCR και ένθετη RT-PCR σε 27 είδη υποκλινικά μολυσμένων εκτρεφόμενων και 
άγριων ιχθύων (Rodgers et al., 1998).  
Υποκλινική μόλυνση έχει επίσης διαπιστωθεί στο εκτρεφόμενο είδος atlantic 
cod (Gadus morhua) (Nylund et al., 2008˙ Gjessing et al., 2009), σε εκτρεφόμενο 
barramundi (Lates calcarifer) (Hick et al., 2011) και σε είδη άγριων πληθυσμών σε 
όλο τον κόσμο (Mundi et al., 2002˙ Gomez et al., 2004˙ Nylund  et al., 2008). 
Στα είδη αυτά, η συγκέντρωση του ιού συχνά είναι χαμηλή, οπότε για την 
ανίχνευσή του απαιτείται η χρήση ευαίσθητων μεθόδων, όπως είναι η ένθετη RT-
PCR (nested RT-PCR) και η πραγματικού χρόνου PCR (real-time PCR). Η βελτίωση 
της ευαισθησίας αυτών των διαγνωστικών τεχνικών ανίχνευσης του ιού είναι 
καθοριστικός παράγοντας για την ταυτοποίηση υποκλινικής λοίμωξης, καθώς τόσο η 
ποσότητα του ιού όσο και ο επιπολασμός της μόλυνσης μπορεί να είναι χαμηλός 
(Nylund  et al., 2008). 
1.3.3.2. Παθολογοανατομικές αλλοιώσεις  
Η παρουσία κενοτοπιώδους εκφύλισης στο Κ.Ν.Σ., τον εγκέφαλο και τον 
αμφιβληστροειδή χιτώνα του οφθαλμού είναι κύριο παθολογοανατομικό εύρημα της 
ιογενούς εγκεφαλοπάθειας και αμφιβληστροειδοπάθειας. Κατά τη διάρκεια των 
εξάρσεων της νόσου σπάνια παρατηρείται φλεγμονή του εγκεφάλου, ενώ αντίθετα, 
παρατηρείται συχνά σοβαρή φλεγμονή των οφθαλμών, με μεγάλο αριθμό 
λευκοκυττάρων. 
Πιο συγκεκριμένα, ο πρόσθιος εγκέφαλος είναι προσβάλλεται εντονότερα σε 
σχέση με τον οπίσθιο εγκέφαλο και το νωτιαίο μυελό. Επιπλέον, σε μικρότερους 
ηλικίας ιχθύες, οι αλλοιώσεις είναι εντονότερες, ενώ στους μεγαλύτερους ηλικίας οι 
αλλοιώσεις είναι λιγότερο εκτεταμένες και εντοπίζονται συνήθως στον 
αμφιβληστροειδή χιτώνα του οφθαλμού (Munday et al., 2002).  
Σε μια πιο λεπτομερή περιγραφή της παθολογοανατομικής εικόνας της νόσου 
σε προνύμφες και νεαρά ψάρια του atlantic halibut, φάνηκε να είναι εντονότερα 
προσβεβλημένος ο οπτικός λοβός και υπήρχε κενοτοπίωση των νευρώνων των 
κεφαλικών γαγγλίων του συμπαθητικού Ν.Σ., των νωτιαίων γαγγλίων (Grotmol et al., 
1997) ακόμα και στο ιαπωνικό ψάρι παπαγάλος (Yoshikoshi et al., 1990). Αντίθετα 
υπάρχουν περιγραφές  για σπάνιες αλλοιώσεις του οπτικού λοβού σε νοσούντα 
ευρωπαϊκά λαβράκια (Le Breton et al., 1997). 
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Στην παρεγκεφαλίδα νοσούντων λαβρακιών, παρατηρήθηκαν οι πρώτες 
αλλοιώσεις στη μοριώδη κυτταρική στιβάδα, ενώ λιγότερο βαθμό νέκρωσης εμφάνιζε 
η κοκκιώδης στιβάδα (Mladineo et al., 2003). Αντίθετα, σε μια άλλη ιστοπαθολογική 
περιγραφή της νόσου σε sevenband grouper, αναφέρθηκε η έντονη προσβολή της 
στιβάδας κυττάρων Purkinje του παρεγκεφαλιδικού φλοιού και της κοκκιώδους 
στιβάδας της παρεγκεφαλίδας, όπου διαπιστώθηκε η παρουσία μεγάλων κενοτοπίων 
στο κυτταρόπλασμα των νευρικών κυττάρων και συρρίκνωση του πυρήνα τους. Στην 
ίδια μελέτη, ο οσφρητικός λοβός χαρακτηριζόταν από έντονη κενοτοπιώδη εκφύλιση 
και νέκρωση, με την παρουσία πολλών ιικών σωματιδίων SJNNV στο 
κυτταρόπλασμα των νευρικών κυττάρων (Tanaka et al., 2004).  
Στα κύτταρα του Κ.Ν.Σ. λαμβάνουν χώρα εκφυλιστικές αλλοιώσεις όπως η 
πύκνωση, η συρρίκνωση, η βασεοφιλία των μολυσμένων κυττάρων. και η λύση των 
κυττάρων καθώς και η καρυορρηξία των πυρήνων. Η κυτταρική λύση λαμβάνει χώρα 
πιο συχνά και σχετίζεται με την κενοτοπίωση, και η κυτταρική πύκνωση αφορά στη 
συσσώρευση ιοσωματίων στο κυτταρόπλασμα κυττάρων που περιέχουν λίγα 
εκφυλισμένα μιτοχόνδρια (Yoshikoshi et al., 1990).  
Έχουν περιγραφεί στον οπτικό λοβό, την παρεγκεφαλίδα, τον προμήκη μυελό 
και το νωτιαίο μυελό προσβεβλημένων προνυμφών ασιατικού λαβρακιού, 
διογκωμένα, σφαιρικά, βασεόφιλα κύτταρα, μαζί με κύτταρα που περιέχουν έγκλειστα 
και κυτταροπλασματικά κενοτόπια (Renault et al., 1991). Έχουν επίσης αναφερθεί 
στα εγκεφαλικά κύτταρα, στο ιαπωνικό ψάρι παπαγάλος, στο ασιατικό και το 
ευρωπαϊκό λαβράκι και στη στήρα μαλαμπάρ (Epinephelus fasciatus) 
ενδοκυτταροπλασματικά βασεόφιλα (Glazerbrook et al., 1987˙ Yoshikoshi et al., 
1990˙ Breuil et al., 1991˙ Boonyaratplin et al., 1995).  
Έχει περιγραφεί σχεδόν σε όλα τα είδη ιχθύων κενοτοπίωση στα κυτταρικά 
συστατικά του αμφιβληστροειδούς χιτώνα του οφθαλμού, ειδικά στις διπολικές και 
γαγγλιωνικές πυρηνικές στοιβάδες (Munday et al., 1997˙ Tanaka et al., 2004) ενώ 
συγκεκριμένα στον ιαπωνικό ψάρι παπαγάλο και του tubot δε03BD υπάρχουν 
περιγραφές για κενοτοπίωση (Yoshikoshi  et al., 1990˙ Bloch et al., 1991).   
1.3.4. Επιζωοτιολογία 
1.3.4.1. Οριζόντια μετάδοση Betanoda-ιών 
Οι Betanoda-ιοί μεταδίδονται οριζόντια είτε μεταξύ των μολυσμένων ατόμων 
του ίδιου ή και διαφορετικού είδους, είτε μέσω μολυσμένων υδάτων (Mori et al., 
1991˙ Munday et al., 2002). Έχει αναφερθεί οριζόντια μετάδοση του ιού στα 
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θαλασσινά είδη ευρωπαϊκό λαβράκι (Le Breton et al., 1997˙ Castric et al., 2001),  
sevenband grouper (Gomez et al., 2004), ασιατικό λαβράκι (Parameswaran et al., 
2008), και atlantic halibut (Nerland et al., 2007).  
Έχει αναφερθεί οριζόντια μετάδοση σε πειραματικές δοκιμές με εμβάπτιση 
του ιού στο νερό ή συμβίωση υγειών με νοσούντες ιχθύες, στα είδη κοκάλι, 
Pseudocaranx dentex (Arimoto et al., 1993), ευρωπαϊκό λαβράκι, Dicentrarchus 
labrax (Péducasse et al.1999˙ Skliris et al., 1999), ασιατικό λαβράκι, Lates calcarifer 
(Manin et al., 2011) και τσιπούρα, Sparus aurata (Castric et al., 2001˙ Arunguren et 
al., 2002). 
Οριζόντια μετάδοση του ιού έχει παρατηρηθεί και σε ιχθύες γλυκού νερού, 
συμπεριλαμβανομένου του είδους Salaria fluviatilis (Vendramin et al., 2012) και του 
ευρωπαϊκού χελιού μετά από συμβίωση με ασυμπτωματικά μολυσμένα ασιατικά 
λαβράκια (Chi et al., 2003). 
Εξωτερικοί και περιβαλλοντικοί παράγοντες που επηρεάζουν την οριζόντια 
μετάδοση από ασθενή σε υγιή ψάρια είναι η ιχθυοπυκνότητα (Arimoto et al., 1993), η 
θερμοκρασία του νερού (Tanaka et al., 1998), η ηλικία των ιχθύων (Arimoto et al., 
1993˙ Arungen et al., 2002), η ιχθυοπυκνότητα (Arimoto et al., 1993), η λοιμογόνος 
δύναμη του ιικού στελέχους και η ανθεκτικότητα του ιού στο pH (Frerichs et al., 1996˙ 
Frerichs et al., 2000).   
Τέλος, εκτός των νοσούντων και υποκλινικά μολυσμένων ιχθύων, ο 
Betanoda-ιός μπορεί να μεταδοθεί και μέσω μολυσμένων τροφών, μέσω 
περιττωμάτων, και μέσω μολυσμένου νερού το οποίο προέρχεται από γειτονικές 
μολυσμένες εκτροφές ή μολυσμένες πηγές υδροδότησης (Chi et al., 1997˙ 
Vendramin et al., 2012).  
1.3.4.2. Κάθετη μετάδοση Betanoda-ιών 
Υπάρχουν αρκετές ενδείξεις που προμηνύουν την κάθετη μετάδοση της 
νόσου από Betanoda-ιούς στα είδη ευρωπαϊκό λαβράκι (Péducasse et al.1999˙ 
Breuil et al., 2002),  ασιατικό λαυράκι (Comps et al., 1994˙ Azad et al., 2006), κοκάλι 
(Arimoto et al., 1992 Mushiake et al., 1994˙ Nishizawa et al., 1996˙ Nguyen et al., 
1996), και burfin flounder (Watanabe et al., 2000) που ανιχνευτήκαν στο 
αναπαραγωγικό σύστημα γεννητόρων, σε αυγά και προνύμφες (Arimoto et al., 1992 
Mushiake et al., 1994˙ Nishizawa et al., 1996˙ Dalla Valle et al., 2000).  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
55 
 
Η κάθετη μετάδοση καθίσταται εφικτή είτε όταν ο παθογόνος παράγοντας 
ανευρίσκεται εντός του αυγού, είτε με επιμόλυνση της επιφάνειας του αυγού. Ο 
διαχωρισμός ωστόσο του τρόπου κάθετης μετάδοσης έχει ιδιαίτερη σημασία στις 
υδατοκαλλιέργειες, καθώς η απολύμανση των αυγών είναι αποτελεσματική μόνο 
στην περίπτωση που ο παθογόνος παράγοντας ανευρίσκεται στην επιφάνεια του 
αβγού. Όσον αφορά στους Betanoda-ιούς, η απολύμανση της επιφάνειας των 
γονιμοποιημένων αυγών με όζον έχει φανεί πως αποτρέπει τη μετάδοση του ιού σε 
προνύμφες atlantic halibut (Grotmol et al., 2000).  
Ωστόσο δεν έχει προσδιοριστεί η οδός της κάθετης μετάδοσης, παρόλο που ο 
ιός έχει ανιχνευθεί τόσο στο συνδετικό ιστό ωοθηκών ασιατικού λαβρακιού, όσο και 
σε αυγά και προνύμφες του ίδιου είδους με τη μέθοδο της ανοσοϊστοχημείας (Azad et 
al., 2006).  
Συνήθως οι μολυσμένοι γεννήτορες δεν εμφανίζουν έντονα κλινικά 
συμπτώματα και έτσι ο χρόνος μόλυνσής τους δεν είναι γνωστός. Ο ιός πιθανά να 
μην πολλαπλασιάζεται συνεχώς και μπορεί να μην εντοπίζεται πάντα στα 
αναπαραγωγικά όργανα, αλλά κυρίως σε περιόδους έντονης καταπόνησης των 
γεννητόρων (Mushiake et al., 1994) ,για παράδειγμα να χρησιμοποιείται ο ίδιος 
γεννήτορας σε πολλές και επαναλαμβανόμενες ωοτοκίες (Munday et al., 2002).  
Συνεπώς, η απολύμανση των αυγών με όζον ή άλλα απολυμαντικά (Mori et 
al., 1998˙ Mushiake et al, 1994˙ Grotmol et al., 2000) καθώς και ο εντοπισμός με 
διαγνωστικές μεθόδους όπως η ELISA, η RT-PCR, η ένθετη RT-PCR και η real-time 
PCR (Breuil et al., 1991˙ Arimoto et al., 1992˙ Mushiake et al., 1994˙ Watanabe et 
al., 2000) όπως επίσης και η ανάλογη απομάκρυνση των μολυσμένων γεννητόρων 
(Mushiake et al., 1994˙ Watanabe et al., 2000), έχουν θεωρηθεί ως τα πιο κατάλληλα 
μέτρα για τον έλεγχο της νόσου στα επίπεδα εκτροφής.  
1.3.4.3. Μετάδοση των Betanoda-ιών μεταξύ διαφορετικών ειδών 
Σημαντικό γεγονός  για τη διαχείριση των ιχθυοκαλλιεργειών θεωρείται η 
μετάδοση του Betanoda-ιού μεταξύ διαφορετικών ειδών ιχθύων. Έχει παρατηρηθεί 
πως όταν η θερμοκρασία φτάσει σε ευνοϊκά όρια, ο ιός δεν έχει ειδικότητα σε κάποιο 
συγκεκριμένο είδος (Munday et al., 2002). Η σημασία της θερμοκρασίας στη 
διασταυρούμενη μόλυνση μεταξύ των ειδών είναι εμφανής και από το γεγονός ότι δεν 
παρατηρήθηκε λοίμωξη σε ιχθύες ψυχρών υδάτων, όταν αυτά μολύνθηκαν με Noda-
ιό ψαριών θερμών υδάτων και αντίστροφα (Totland et al., 1999).  
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Υπάρχουν είδη Betanoda-ιών τα οποία προσβάλλουν συγκεκριμένα είδη 
ιχθύων, όπως ο ιός SGNNV που προσβάλλει μόνο το sevenband grouper, ο ιός 
TPNNV που προσβάλλει αποκλειστικά το tiger puffer ή ο ιός SJNNV που προσβάλλει 
το red seabream και το κοκάλι (striped jack) (Nishizawa et al., 1997).  
Για να διαπιστωθεί ποιοι παράγοντες των ιών SJNNV και SGNNV 
εμπλέκονται στον έλεγχο της ειδικότητας του ξενιστή, παρασκευάσθηκαν 2 νέοι ιοί, οι 
SJNNVRNA1-SGNNVRNA2 και SJNNVRNA2-SGNNVRNA1 και παρατηρήθηκε πως 
και για τους δύο ιούς, η ειδικότητα του ξενιστή καθορίζεται από το RNA 2 γενωμικό 
τους τμήμα και/ή την αντίστοιχη καψιδιακή πρωτεΐνη που αυτά κωδικοποιούν 
(Iwarnoto et al., 2004). 
 Ένα είδος Betanoda-ιού που προκαλεί οξεία λοίμωξη σε κάποιο είδος ιχθύων 
μπορεί να προκαλέσει ασυμπτωματική λοίμωξη σε άλλα είδη. Αυτό παρατηρήθηκε 
στην τσιπούρα όταν, από μονάδα στην οποία υπήρξε εκδήλωση της νόσου σε 
λαβράκια που συμβιούσαν με φαινομενικώς υγιείς τσιπούρες, συνελέγησαν δείγματα 
από τις τσιπούρες και ενοφθαλμίστηκαν σε υγιή λαβράκια της ίδιας μονάδας. Στη 
συνέχεια τα λαβράκια αυτά νόσησαν. Αντίθετα, όταν τα δείγματα ενοφθαλμίστηκαν σε 
τσιπούρες, αυτές δεν νόσησαν, αλλά μπορούσαν να μεταδώσουν τον ιό σε λαβράκια 
με τα οποία συμβίωναν (Castric et al., 2001). 
Τέλος, για να διερευνηθεί εκτενέστερα η παθογένεια των Betanoda-ιών, 
ενοφθαλμίστηκαν ποντίκια BALB/c με SJNNV και RGNNV, με αρνητικά 
αποτελέσματα και χαμηλό τον κίνδυνο μετάδοσης του ιού σε θηλαστικά (Banu et al., 
2004).   
1.3.5. Εργαστηριακή Διάγνωση 
Η εργαστηριακή διάγνωση περιλαμβάνει την ανίχνευση του ιού με κλασικές ή 
μοριακές μεθόδους και την ανίχνευση αντισωμάτων κατά των Betanoda-ιών.  
Οι κλασικές μέθοδοι ανίχνευσης του ιού περιλαμβάνουν την ανίχνευση των 
ιικών αντιγόνων με ανοσοφθορισμό (IFAT), ανοσοϊστοχημεία (IHC) και ELISA, την 
απομόνωση αυτού κατόπιν ενοφθαλμισμού παθολογικών υλικών σε 
κυτταροκαλλιέργειες και την ανεύρεση των ιικών σωματιδίων με ηλεκτρονικό 
μικροσκόπιο. 
Οι μοριακές μέθοδοι ανίχνευσης του ιού περιλαμβάνουν την RT-PCR 
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), την ένθετη RT-PCR (nested 
RT-PCR) και την real-time PCR (ή αλλιώς quantitative Polymerase Chain Reaction - 
qPCR). 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
57 
 
1.3.5.1. Ανοσοφθορισμός (IFAT) 
 Η μέθοδος του ανοσοφθορισμού (Indirect Fluorescent Antibody Test, IFAT) 
είναι η μέθοδος κατά την οποία χρησιμοποιούνται φθορίζοντα αντισώµατα για την 
ανίχνευση και εντόπιση αντιγόνου ή αντισώµατος σε ιστούς ή κύτταρα και 
εφαρμόζεται συνήθως σε νωπά επιχρίσματα εγκεφάλου, σε τομές ιστών 
διατηρημένων στην κατάψυξη και σε τομές ιστών μετά από αποπαραφίνωση, με τη 
χρήση μονοκλωνικών ή πολυκλωνικών αντισωμάτων (Grotmol et al., 1999).  
Στην περίπτωση εφαρμογής της μεθόδου σε νωπά επιχρίσματα, προτείνεται 
λήψη τους μόνο από ψάρια με κλινική συμπτωματολογία, λόγω αδιευκρίνιστης 
ευαισθησίας της μεθόδου 
Στα πλεονεκτήματα της μεθόδου συγκαταλέγεται το ότι είναι γρήγορη και 
οικονομική καθώς και το ότι ο πολυκλωνικός αντιορός που χρησιμοποιείται ως 
αντίσωμα, έχει τη δυνατότητα να ανιχνεύει όλα τα έως τώρα γνωστά στελέχη του 
γένους Betanodavirus ενώ στα μειονεκτήματα της μεθόδου συγκαταλέγεται η χρήση 
μεγαλύτερης ποσότητας ιστού και η χαμηλότερη ευαισθησία σε σχέση με την ELISA 
(Bovo et al., 1999). 
1.3.5.2. Ανοσοϊστοχημεία 
Η ανοσοϊστοχημεία είναι η πιο κατάλληλη διαγνωστική μέθοδος για ανίχνευση 
του ιού σε ιστούς που έχουν υποστεί επεξεργασία για ιστολογική ανάλυση (ΟΙΕ, 
2016). Είναι ιδιαίτερα χρήσιμη για την αξιολόγηση της ιστικής κατανομής των ιών και 
μπορεί να ανιχνεύσει λοιμώξεις με χαμηλό επιπολασμό, ακόμα και όταν δεν έχουν 
αναπτυχθεί ιστοπαθολογικές αλλοιώσεις (π.χ. κενοτοπίωση) (Le Breton et al., 1999). 
Επιπλέον, με τη μέθοδο αυτή, γίνεται εφικτός ο εντοπισμός των κυττάρων - 
στόχων του ιού μέσα σε ένα όργανο και η συσχέτιση τους με τις παρατηρούμενες 
παθολογικές μεταβολές (Lopez-Jimena et al., 2012). 
Για αυτούς τους λόγους η ανοσοϊστοχημεία έχει χρησιμοποιηθεί σε αρκετές 
μελέτες της παθογένειας της νόσου, όπου έχει διαπιστωθεί νευροτροπισμός των 
Betanoda-ιών (Grotmol et al., 1999˙ Péducasse et al., 1999˙ Johansen et al., 2004˙  
Lopez-Jimena et al., 2012). 
1.3.5.3. ELISA 
 Η μέθοδος ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) είναι η μέθοδος 
κατά την οποία ανιχνεύεται η παρουσία ενός αντισώματος ή ενός αντιγόνου σε ένα 
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δείγμα Είναι πιο ευαίσθητη από τον ανοσοφθορισμό, καθώς μπορεί να ανιχνεύσει 
πολύ μικρές ποσότητες ιού. Γι’ αυτό το λόγο είναι κατάλληλη για γρήγορο έλεγχο 
πολλών δειγμάτων. 
Η μέθοδος ELISA έχει χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση Betanoda-ιών σε 
κοκάλι, Pseudocaranx dentex (Arimoto et al., 1992), σε ευρωπαϊκό λαβράκι, 
Dicentrarchus labrax (Breuil et al., 2001˙ Nuñez-Ortiz et al., 2015), σε γιγαντιαία 
γαρίδα του γλυκού νερού, Macrobrachium rosenbergii (Romestand et al., 2003) και 
σε ασιατικό λαβράκι, Lates calcarifer (Fenner et al., 2006) 
Το μειονέκτημα της όμως είναι ότι μέχρι σήμερα οι διακυμάνσεις στην 
ειδικότητα και την ευαισθησία την καθιστούν επισφαλή στη διάγνωση υποκλινικών 
μολύνσεων και η ειδικότητά της ποικίλει και συνεπώς έχει αντικατασταθεί κυρίως από 
μοριακές τεχνικές (Munday et al., 2002). 
1.3.5.4. Απομόνωση του ιού σε κυτταροκαλλιέργειες 
Η απομόνωση Betanoda-ιών σε κυτταροκαλλιέργειες έχει εφαρμοστεί από 
αρκετούς ερευνητές και έχει βοηθήσει στην κατανόηση μηχανισμών που αφορούν 
στη μετάδοση, τον πολλαπλασιασμό και την κυτταροπαθογόνο δράση του ιού.  
Οι πρωτογενείς κυτταροκαλλιέργειες που προέρχονται από κύτταρα 
θηλαστικών ή ιχθύων δεν είναι κατάλληλες για την απομόνωση των περισσότερων 
Betanoda-ιών (Comps et al., 1996). Πλέον όμως υπάρχει η κυτταρική σειρά SSN-1, 
που προέρχεται από ιχθύ γλυκού νερού Striped Snakehead (Channa striatus) 
(Frerichs et al., 1996) και θεωρείται κατάλληλη για in vitro πολλαπλασιασμό αρκετών 
Betanoda-ιών που ανήκουν στους τέσσερις κύριους γενότυπους (Iwamoto et al., 
2000) 
 Στα κύτταρα της σειράς SSN-1, η κυτταροπαθογόνος δράση του ιού ξεκινά με 
την παρουσία περιοχών με κυκλικά και κοκκιώδη κύτταρα, οι οποίες στη συνέχεια 
εξαπλώνονται και τελικά επέρχεται η εκφύλιση των μολυσμένων κυττάρων (Frerichs 
et al., 1996). 
Η κυτταρική σειρά SSN-1 παρουσιάζει δύο βασικά μειονεκτήματα. Αρχικά, ο 
πολλαπλασιασμός των Betanoda-ιών σε αυτή τη σειρα είναι θερμο-εξαρτώμενος, 
δηλαδή υπάρχει διαφορετική θερμοκρασία ανάπτυξης ιού για κάθε γενότυπο και για 
αυτό το λόγο χρησιμοποιείται κυρίως για ερευνητικούς σκοπούς. Δεύτερον, είναι 
διαρκώς μολυσμένη με ένα ρετροϊό τύπου C (Iwamoto et al., 2000), αν και πιθανό η 
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ευαισθησία της σειράς σε ιούς θαλάσσιων υδάτων, μπορεί να οφείλεται στην 
παρουσία αυτού του ρετροϊού. 
 Από το Διεθνές Γραφείο Επιζωοτιών (ΔΓΕ, OIE) προτείνεται και η χρήση της 
κυτταρικής σειράς E-11, η οποία είναι κλώνος της SSN-1, και είναι κατάλληλη τόσο 
για ποιοτική, όσο και για ποσοτική ανάλυση (ΟΙΕ, 2003). Αυτή η σειρά είναι επίσης 
μολυσμένη με τον ρετροϊό τύπου C και το πλεονέκτημα των σειρών SSN-1 και E-11 
είναι ότι στηρίζουν την παραγωγή υψηλών συγκεντρώσεων Noda-ιών: 109-1010 
TCID50/ml θρεπτικού υποστρώματος (Iwamoto et al., 2000). 
1.3.5.5. Ανεύρεση των ιικών σωματιδίων με ηλεκτρονικό 
μικροσκόπιο 
 Το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης (SEM, Scanning Electron Microscopy) 
προσφέρει τη δυνατότητα λήψης εικόνων υψηλής ευκρίνειας και μεγάλης διακριτικής 
ικανότητας, γεγονός που την καθιστά ιδιαίτερα χρήσιμη και δημοφιλή για την 
παρατήρηση επιφανειών σε επίπεδο μικρομέτρων στα οποία η οπτική μικροσκοπία 
δεν μπορεί να φτάσει. 
Η μικροσκοπική παρατήρηση ιστών που παρουσιάζουν αλλοιώσεις 
οφειλόμενες σε Betanoda-ιούς είναι μία αξιόπιστη μέθοδος που παρέχει χρήσιμες 
πληροφορίες για την κατανόηση της φύσης της λοίμωξης. Συνήθως τα κύτταρα του 
νευρικού συστήματος που περιέχουν ιικά σωματίδια είναι οι νευρώνες, τα 
αστροκύτταρα, τα ολιγοδενδροκύτταρα και τα μικρογλοιακά κύτταρα (Yoshikoshi et 
al., 1990˙ Bloch et al., 1991˙ Grotmol et al., 1997). Παρατηρηθήκαν επίσης ιικά 
σωματίδια, εκτός νευρικού συστήματος, στα ενδοθηλιακά κύτταρα, στα βραγχιακά 
στηρικτικά κύτταρα και τα λεμφοκύτταρα που είναι προσκολλημένα στο ενδοκάρδιο, 
στα καρδιακά μυοκύτταρα και σε κύτταρα του επικαρδίου στο atlantic halibut 
(Grotmol et al., 1997). 
 Η μέθοδος αυτή είναι πολύ αξιόπιστη, όμως για την εφαρμογή της απαιτείται 
κατάλληλος εξοπλισμός και κατάλληλα εκπαιδευμένο προσωπικό. Γι’ αυτό 
χρησιμοποιείται σε εξειδικευμένα εργαστήρια.  
1.3.5.6. RT-PCR 
 Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, 
PCR) έπειτα από αντίστροφη μεταγραφή του ιικού γενώματος (Reverse Transcription 
Polymerase Chain Reaction, RT-PCR), θεωρείται η κύρια διαγνωστική μέθοδος για 
την ανίχνευση των Betanoda-ιών, καθώς παρουσιάζει τη μεγαλύτερη ευαισθησία 
συγκριτικά με τις υπόλοιπες μεθόδους.  
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Τα περισσότερα στελέχη των Betanoda-ιών μπορούν να ανιχνευθούν με τη 
μέθοδο της RT-PCR, με τη χρήση ενός ζεύγους εκκινητών που σχεδιάστηκε για να 
ενισχύει την T4 μεταβλητή περιοχή (427 bp) του RNA2 γενωμικού τμήματος του ιού 
SJNNV (Nishizawa et al., 1994˙ Nishizawa et al., 1997). Το συγκεκριμένο ζεύγος 
εκκινητών μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ανίχνευση σχεδόν όλων των γενοτύπων 
του ιού, με εξαίρεση την ανίχνευση του ιού DIEV που προσβάλλει το λαβράκι του 
Ατλαντικού. Για τον ιό αυτό χρησιμοποιείται άλλο ζεύγος εκκινητών (Πίνακας 7) 
(Péducasse et al., 1999).   
Τα πρωτόκολλα που αναπτύχθηκαν, δοκιμάστηκαν σε απομονώσεις 
μεσογειακής προέλευσης [135, 181], ενώ αναπτύχθηκαν και πρωτόκολλα για την 
ανίχνευση στελεχών χαμηλής θερμοκρασίας υδάτων (Grotmol et al., 2000).   
Πίνακας 7. Εκκινητές για την ανίχνευση Betanoda-ιών με RT-PCR [123, 137] 
Εκκινητές 
(Primers) 
Στόχος Αλληλουχία (Sequence) 5’-3’ 
Μέγεθος ζευγών 
βάσεων (Base 
pairs) 
VNNV1 
RNA2 
ACA-CTG-GAG-TTT-GAA-ATT-CA  605 (Dalla Valle et 
al., 2000) VNNV2 GTC-TTG-TTG-AAG-TTG-TCC-CA  
VNNV3 ATT-GTG-CCC-CGC-AAA-CAC  255 (Dalla Valle et 
al., 2000) VNNV4 GAC-ACG-TTG-ACC-ACA-TCA-GT  
AH95-F1 
RNA2 
AGT-GCT-GTG-TCG-CTG-GAG-TG  341 (Grotmol et al., 
2000) AH95-R1 CGC-CCT-GTG-TGA-ATG-TTT-TG  
F2 
RNA2 
CGT-GTC-AGT-CAT-GTG-TCG-CT  430 (Nishizawa et 
al., 1994) R3 CGA-GTC-AAC-ACG-GGT-GAA-GA  
F2 
RNA2 
CGT-GTC-AGT-CAT-GTG-TCG-CT  420 (Thiery et al., 
1999) R3 CGA-GTC-AAC-ACG-GGT-GAA-GA  
F’2 GTT-CCC-TGT-ACA-ACG-ATT-CC  294 (Thiery et al., 
1999) R’3 GGA-TTT-GAC-GGG-GCT-GCT-CA  
 
1.3.5.7. Ένθετη RT-PCR 
 Η μέθοδος αυτή είναι 10-100 φορές πιο ευαίσθητη από την κλασική 
RT-PCR και ικανή να εντοπίσει μια υποκλινική λοίμωξη ή και ασυμπτωματικούς 
φορείς της νόσου, με χρήση, ως παθολογικού υλικού, αίματος, σπέρματος, 
ωοθηκικού ή νευρικού ιστού (Dalla Valle et al., 2000) και αυτή η μέθοδος μπορεί να 
οδηγήσει σε καλύτερο έλεγχο της νόσου, μέσω της ανεύρεσης και εκρίζωσης του ιού 
από τους προσβεβλημένους γεννήτορες. Παρά το γεγονός ότι έχουν αναπτυχθεί 
πολλά πρωτόκολλα ένθετης PCR με αυξημένη ευαισθησία, η μέθοδος παραμένει 
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χρονοβόρα και επιρρεπής σε επιμολύνσεις, γεγονός που μπορεί να οδηγήσει σε 
ψευδώς θετικά αποτελέσματα. Επιπλέον, όντας ποιοτική μέθοδος, δεν είναι σε θέση 
να προσδιορίσει τον ακριβή αριθμό των αντιγράφων του ιού στα δείγματα που 
εξετάζονται (Dalla Valle et al., 2000).   
1.3.5.8. Real time PCR (qPCR) 
Η ανάπτυξη της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης πραγματικού 
χρόνου συνετέλεσε στο να ξεπεραστούν τα ανωτέρω μειονεκτήματα, ενισχύοντας 
συγκεκριμένα τμήματα γενετικού υλικού in vitro προσφέροντας αξιόπιστα 
αποτελέσματα συνοδευόμενα από ελάττωση του χρόνου επεξεργασίας και ανάλυσης 
των δειγμάτων (Pfaffl et al., 2004). 
Στην PCR πραγματικού χρόνου χρησιμοποιείται η φθορίζουσα χρωστική το 
βρωμιούχο αιθίδιο και μια κάμερα CCD για την παρακολούθηση της εξέλιξης των 
αντιδράσεων ενίσχυσης μέσα σε κλειστό σωλήνα αντίδρασης. Σήμερα, υπάρχουν 
αρκετοί ιχνηθέτες και πολλές φθορίζουσες χρωστικές που χρησιμοποιούνται στην 
qPCR (Winer et al., 1999). Οι παρεμβαλλόμενες σε δίκλωνο μόριο DNA (double-
stranded DNA – dsDNA) χρωστικές παρουσιάζουν ελάχιστο ή καθόλου φθορισμό 
όταν βρίσκονται ελεύθερες σε διάλυμα, ενώ παράγουν ποσοτική αύξηση του 
φθορισμού, όταν δεσμεύονται σε dsDNA. Η qPCR, σε αντίθεση με τη συμβατική 
PCR, επιτρέπει την ποσοτικοποίηση του DNA μέσα σε ένα μεγάλο δυναμικό εύρος. 
Τα στάδια της ενίσχυσης και της ανάλυσης πραγματοποιούνται μέσα σε κλειστό 
σωλήνα, ώστε να μη χρειάζονται περαιτέρω τεχνικές ανίχνευσης και ποσοτικού 
προσδιορισμού των προϊόντων ενίσχυσης (amplicons) (Kyriazis et al., 2014). 
Έχει αναφερθεί η ανάπτυξη δυο real-time PCR με βάση τη φθορίζουσα 
χρωστική SYBR Green I για την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση των δύο γενωμικών 
τμημάτων RNA1 και RNA2 των Betanoda-ιών σε βιολογικά δείγματα. Η μέθοδος 
μπορούσε να ανιχνεύσει τους τέσσερις γενότυπους του γένους Betanodavirus και 
επικυρώθηκε μερικώς με τη δοκιμή μιας RGNNV απομόνωσης. Συγκρίνοντας 
μάλιστα την ευαισθησία της μεθόδου με εκείνες της συμβατικής RT-PCR και της 
απομόνωσης του ιού σε κυτταροκαλλιέργειες, διαπιστώθηκε ότι η real-time PCR είχε 
10 φορές μεγαλύτερη ευαισθησία (Dalla Valle et al., 2000). 
Πρόσφατα χρησιμοποιήθηκε η τεχνολογία των ανιχνευτών TaqMan probes οι 
οποίοι είναι ανιχνευτές υδρόλυσης που σχεδιάστηκαν για να αυξάνουν την 
εξειδίκευση της ποσοτικής PCR σε σχέση με τη χημεία SUBR Green και 
αναπτύχθηκαν πρωτόκολλα real-time TaqMan PCR για την ανίχνευση στελεχών 
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Betanoda-ιών που προέρχονταν από τον Ατλαντικό ωκεανό, στα είδη atlantic halibut 
και atlantic salmon (Kyriazis et al., 2004˙ Korsnes et al., 2005˙  Grove et al., 2006˙ 
Nerland  et al., 2007). 
Οι μέθοδοι αυτοί δεν ήταν σε θέση να ανιχνεύσουν στελέχη που προσβάλουν 
Μεσογειακά είδη, έτσι το 2010 αναπτύχθηκε μία TaqMan qPCR με υψηλή 
επαναληψιμότητα και είχε 10 - 1000φορές μεγαλύτερη ευαισθησία από αυτή της 
ένθετης RT-PCR για τον RGNNV γενότυπο (Hick et al., 2010).  
Την ίδια χρονιά αναπτύχθηκε real-time Taqman PCR που ανιχνεύει το RNA-2 
γενωμικό τμήμα όλων τους γενότυπων Betanoda-ιών σε κλινικά δείγματα. Η μέθοδος 
αυτή συγκρινόμενη με την ημιένθετη RT-PCR και την απομόνωση σε 
κυτταροκαλλιέργειες ήταν ταχύτερη και είχε όριο ανίχνευσης 100 φορές χαμηλότερο 
(Panzarin et al., 2010).  
Τέλος, αναπτύχθηκε μία one-step real-time PCR που στοχεύει στο RNA-1 
γενωμικό τμήμα του ιού. Η μέθοδος αυτή μειώνει τον κίνδυνο επιμολύνσεων, αυξάνει 
ακόμη περισσότερο την ταχύτητα της δοκιμής και θα μπορούσε να αξιοποιηθεί για 
την επιβεβαίωση αμφίβολων αποτελεσμάτων που λαμβάνονται από μεθόδους που 
ανιχνεύουν το RNA-2 γενωμικό τμήμα (Baud et al., 2015).  
1.3.6. Πρόληψη 
Αρχικός στόχος είναι η εφαρμογή προληπτικών μέτρων υγιεινής και 
καλύτερων πρακτικών διαχείρισης (Better Management Practices, BMPs) για τη 
πρόληψη της νόσου και τη προσπάθεια αποτροπής εισόδου του παθογόνου 
παράγοντα σε επίπεδο εκτροφής (Shetty et al., 2012). Μεταξύ αυτών 
περιλαμβάνονται: η ποιοτική διατροφή, ο έλεγχος θερμοκρασίας, ο έλεγχος 
κανιβαλισμού, ο έλεγχος νεκρών σωμάτων, η αποφυγή στρες, η τήρηση των 
κανόνων υγιεινής, η χρήση προβιοτικών και ανοσοενισχυτικών και η εξυγίανση του 
νερού τροφοδοσίας. 
Οι οξείες λοιμώξεις είναι σχετικά εύκολο να διαγνωστούν, αφού τα κλινικά 
συμπτώματα είναι προφανή. Η ανίχνευση των ασυμπτωματικών όμως ιχθύων, είναι 
πολύ πιο δύσκολη και για το λόγο αυτό είναι επιθυμητή η παρακολούθηση τους κατά 
τις κρίσιμες ηλικίες ανάπτυξης. Θα πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι στους ιχθύες νεαρής 
ηλικίας παρατηρείται υψηλός ρυθμός θνησιμότητας, ακόμα και σε περιπτώσεις όπου 
δεν υπάρχει κάποιος παθολογικός παράγοντας. 
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Εφόσον όμως εκδηλωθεί η ιογενής εγκεφαλοπάθεια και 
αμφιβληστροειδοπάθεια σε μια μονάδα, ο περιορισμός του παθογόνου παράγοντα 
είναι πολύ δύσκολος, καθώς οι Betanoda-ιοί συγκαταλέγονται στους πιο ανθεκτικούς 
ιούς που προσβάλλουν τα ψάρια (Frerichs et al., 1996).  
Μπορεί να αποφευχθεί η οριζόντια μετάδοση με την αποφυγή ανάμιξης 
προνυμφών/ιχθυδίων (Samuelsen et al., 2006), η καραντίνα των νεοεισερχόμενων 
ιχθύων, η απολύμανση των δεξαμενών μεταξύ των παρτίδων και η δημιουργία 
ζωνών ελεύθερων του ιού (Munday et al., 2002). 
Όμως λόγω της κάθετης μετάδοσης της νόσου και λόγω της αυξημένης 
ευπάθειας των ιχθύων σε πολύ πρώιμα στάδια ανάπτυξης, θα πρέπει να 
λαμβάνονται επιπλέον μέτρα για τον περιορισμό της εξάπλωσης του ιού στα αυγά 
(Mushiake et al., 1994˙ Arimoto et al., 1996˙ Mori et al., 1998˙ Watanabe et al., 1998˙ 
Breuil et al., 2000˙ Watanabe et al., 2000˙ Dalla Valle et al., 2000˙ Grotmol et al., 
2000˙ Munday et al., 2002˙ Buchan et al., 2006˙ Watanabe et al., 2013) για τον 
περιορισμό της νόσου:  
 έλεγχος ωοθηκικού ιστού σε γεννήτορες για παρουσία Betanoda-ιών  
 έλεγχος σε αυγά και σπέρμα με RT-PCR  
 έλεγχος για παρουσία ειδικών αντισωμάτων του ιού στον ορό με τη 
μέθοδο της ELISA 
 η χρήση ένθετης RT-PCR και real-time PCR αντί της κλασσικής RT-PCR 
είναι προτιμότερη λόγω της μεγαλύτερης ευαισθησίας των μεθόδων 
αυτών  
 μόνο οι αρνητικοί γεννήτορες θα πρέπει να χρησιμοποιούνται για 
αναπαραγωγή, ενώ οι θετικοί γεννήτορες θα πρέπει να απομακρύνονται 
άμεσα από την εκτροφή και να εξολοθρεύονται. 
 Πλύση των αυγών με θαλασσινό νερό που περιέχει όζον ή με 
ηλεκτρολυμένο θαλασσινό νερό 
 Έλεγχος των εκκολαπτόμενων προνυμφών ή του εισαγόμενου γόνου για 
παρουσία του ιού με PCR 
 περιορισμός του αριθμού των ωοτοκιών 
 μείωση της πυκνότητας των προνυμφών στις δεξαμενές 
 εμβολιασμός των γεννητόρων 
Τέλος, δεν πρέπει να διαφεύγει της προσοχής η διαχείρισης της υγείας της 
εκτροφής με τη διερεύνηση των θνησιμοτήτων στα ψάρια νεαρής ηλικίας, που μπορεί 
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να παρατηρούνται ανεξάρτητα από την παρουσία κάποιου παθογόνου παράγοντα 
και να θεωρούνται σε κάποιες περιπτώσεις φυσιολογικές και αναμενόμενες.  
1.3.7. Η εμφάνιση της νόσου στην Ελλάδα  
Η πρώτη αναφορά της νόσου στην Ελλάδα, περιγράφτηκε το 1997 
αναφέροντας την παρουσία μαζικών θνησιμοτήτων που συνοδεύονταν από έντονα 
νευρικά συμπτώματα σε λαβράκια που εκτρέφονταν σε κλωβούς στη θάλασσα. Η 
χρονική περίοδος που αναφέρθηκε η θνησιμότητα των ιχθύων ξεκίνησε τη πρώτη 
βδομάδα του Ιουλίου του 1997 έως το τέλος του Οκτωβρίου του ίδιου έτους σε τρεις 
περιοχές της Ελλάδας (Α1, Α2, Α3) (Le Breton et al., 1997). H απόσταση μεταξύ της 
περιοχής Α1 και Α2 ήταν 400 χιλιόμετρα, ενώ η απόσταση μεταξύ της περιοχής Α2 
και Α3 ήταν 100 χιλιόμετρα.  
Η θνησιμότητα ξεκίνησε την πρώτη εβδομάδα του Ιουλίου σε μονάδες της 
περιοχής Α1 και αφορούσε ιχθύες που είχαν μέσο βάρος 10-30 gr και έπειτα σε 
ιχθύες με μέσο βάρος 350-450 gr. Στην περιοχή Α2, οι θάνατοι ξεκίνησαν το 
Σεπτέμβρη, όταν η θερμοκρασία των υδάτων ήταν 25οC. Κατά την έναρξη των 
συμπτωμάτων της νόσου, η θερμοκρασία των υδάτων ήταν 27οC και χρειάστηκε να 
μειωθεί στους 23οC δύο μήνες μετά, για να σταματήσουν οι θνησιμότητες (Le Breton 
et al., 1997).  
Η συνολική θνησιμότητα ήταν 60% στα ψάρια μέσου βάρους 10-30 gr της Α1 
περιοχής, 15% στα ψάρια μέσου βάρους 10-45 gr και 11% στα ψάρια μέσου βάρους 
400-580 gr της Α2 περιοχής, ενώ δεν υπήρχαν δεδομένα για τα ψάρια μέσου βάρους 
350-450 gr της Α1 περιοχής (Le Breton et al., 1997).  
Τα κλινικά συμπτώματα ήταν ανορεξία, σπειροειδές κινήσεις, λήθαργος, 
υπερδιέγερση, ακινητοποίηση στην επιφάνεια του νερού ή τον πάτο του κλωβού, με 
την κοιλιακή χώρα προς τα πάνω και μια ελαφριά κλίση του κορμού, σκούρος 
χρωματισμός του δέρματος και θολερότητα του κερατοειδούς.  
Η οξεία συμπτωματολογία της νόσου εκδηλώθηκε στην περιοχή με την 
υψηλότερη θερμοκρασία υδάτων και στα μικρότερου μέσου βάρους ιχθύες. Οι 
μεγαλύτεροι ιχθύες συμπτώματα που σχετιζόταν με τους οφθαλμούς, καθώς και 
νέκρωση του δέρματος της άνω γνάθου και άλλων περιοχών της κεφαλής, ειδικά 
όπου η θερμοκρασία των υδάτων ήταν χαμηλότερη (Le Breton et al., 1997).  
Η επόμενη αναφορά έγινε το 2003 σε λαβράκια γλυκού νερού που 
εκτρεφόταν στη περιοχή της Ηπείρου. Οι ιχθύες είχαν μέσο βάρος 50 – 80 gr με 
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θερμοκρασία υδάτων 25 – 28οC κλειστού και ανοιχτού συστήματος. Στο κλειστό 
κύκλωμα, τα συμπτώματα ήταν πιο εμφανή και η θνησιμότητα έφτασε το 30%, ενώ 
στο ανοιχτό σύστημα τα συμπτώματα ήταν πιο ήπια και η θνησιμότητα δεν ξεπέρασε 
το 5%. Τα κλινικά συμπτώματα ήταν η εμφάνιση κενοτοπίων στον οφθαλμό και τον 
εγκέφαλο των νοσούντων ιχθύων σε οπτικό μικροσκόπιο. Τα αποτελέσματα δεν 
έδειξαν σημαντικές εσωτερικές αλλοιώσεις και δεν παρατηρήθηκαν παράσιτα στα 
δείγματα ιχθύων από οποιαδήποτε εγκατάσταση (Athanassopoulou et al., 2003).  
Τον επόμενο χρόνο αναφέρθηκε για πρώτη φορά η νόσος σε οξύρυγχους 
στην ίδια μονάδα. Το ποσοστό προσβολής ήταν 20% με κλινικά συμπτώματα 
ανορεξίας, ακινητοποίηση των ιχθύων στην επιφάνεια με την κοιλιακή χώρα προς τα 
πάνω και διαπιστώθηκαν κενοτόπια στον εγκέφαλο (Athanassopoulou et al., 2004).  
Το 2007 αναφέρθηκε στο ανατολικό Αιγαίο, για πρώτη φορά η ανίχνευση της 
νόσου σε τσιπούρες που εκτρέφονταν σε κλωβούς δίπλα σε λαβράκια που είχαν 
νοσήσει ένα χρόνο πριν. Η νόσος ξεκίνησε στα τέλη Αυγούστου, όταν η θερμοκρασία 
του νερού είχε φτάσει τους 28οC, διήρκησε περίπου δύο μήνες με αποτέλεσμα τη 
συνολική θνησιμότητα 19%. Ο ιός απομονώθηκε σε κυτταροκαλλιέργειες (SSN-1) και 
ανιχνεύθηκε με ένθετη RT-PCR. Διαπιστώθηκαν τα κλινικά συμπτώματα των 
κενοτοπίων στους οφθαλμούς, στον εγκέφαλο και στον νωτιαίο μυελό (Bitchava et 
al., 2007).  
Τέλος, το 2010 αναφέρθηκε για πρώτη φορά η νόσος σε νοσούντα μυλοκόπια 
(Umbrina Cirrosa) και με περιγραφή των κλινικών συμπτωμάτων και αλλοιώσεις σε 
αυτό το είδος (Katharios and Tsigenopoulos, 2010).  
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1.4. ΑΝΟΣΟΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ ΙΧΘΥΩΝ 
Το ανοσοποιητικό σύστημα των ιχθύων είναι παρόμοιο με εκείνο των 
ανώτερων σπονδυλωτών, παρά ορισμένες διαφορές. Σε αντίθεση με τα υψηλότερα 
σπονδυλωτά, οι ιχθύες είναι οργανισμοί που από τα πρώιμα εμβρυϊκά στάδια της 
ζωής τους εξαρτώνται από το έμφυτο ανοσοποιητικό τους σύστημα για επιβίωση 
(Rombout et al., 2005). 
Λαμβάνοντας υπόψη τις διαφορές που οφείλονται σε τμήματα του σώματος 
καθώς και την οργάνωση των κυττάρων, τα περισσότερα από τα παραγωγικά και 
δευτερογενή λεμφοειδή όργανα που βρίσκονται στα θηλαστικά, βρίσκονται και στους 
ιχθύες, εκτός από τα λεμφικά οζίδια και το μυελό των οστών (Press and Evensen, 
1999).  
Αντ’ αυτών, στους ιχθύες αιμοποιητικές λειτουργίες εκτελούν μόνο τα νεφρά 
(Meseguer et al., 1995˙ Zapata  et al., 1996), και σε αντίθεση με ανώτερα 
σπονδυλωτά είναι το κύριο όργανο που είναι υπεύθυνο για την φαγοκύτωση 
(Danneving et al., 1994), την επεξεργασία αντιγόνων (Brattgjerd et al., 1996˙ Kaattari 
et al., 1985) και το σχηματισμό ανοσολογικής μνήμης μέσω των κέντρων μελανο-
μακροφάγων (Melanomacrophage Centers – MMCs) (Herraez et al., 1986) , τα 
οποία είναι διακριτές ομάδες κυττάρων που περιέχουν χρωστική μέσα στους ιστούς 
των ετεροθερμικών σπονδυλωτών (Agius and Roberts 2003). Δομικά, είναι 
παρόμοιες με το βλαστικό κέντρο των θηλαστικών (Germinal Center – GC) και 
βρίσκονται στο στρώμα του αιμοποιητικού ιστού της σπλήνας και του προνέφρου, 
ενώ στα αμφίβια και στα ερπετά βρίσκονται στο ήπαρ (Steinel et al., 2017).  
Ο νεφρός στους ιχθύες είναι ένα όργανο σε σχήμα Υ που βρίσκεται κατά 
μήκος του άξονα του σώματος (Hoar et al., 1997). Το κατώτερο μέρος του είναι μια 
μακρά κατασκευή παράλληλη στη σπονδυλική στήλη, που κατά κύριο λόγο 
λειτουργεί ως νεφρικό σύστημα (Zapata  et al., 1996). Το ενεργό μέρος του 
ανοσοποιητικού, ο πρόνεφρος, σχηματίζεται από δύο βραχίονες σχήματος Υ, οι 
οποίοι  διεισδύουν κάτω από τα βράγχια. Στους ιχθύες, η κατασκευή αυτή έχει ένα 
μοναδικό χαρακτηριστικό: ο πρόνεφρος είναι ένα σημαντικό ενδοκρινικό όργανο, 
ομόλογο των επινεφρίδων των θηλαστικών, που απελευθερώνουν κορτικοστεροειδή 
και ορμόνες (Tort et al., 2003). Επιπλέον, είναι ένα  όργανο με πολλούς νευρώνες. 
Έτσι, ο πρόνεφρος είναι ένα σημαντικό όργανο με βασικές ρυθμιστικές λειτουργίες 
και το κεντρικό όργανο για τις ανοσο-ενδοκρινικές αλληλεπιδράσεις  ακόμη και για 
νευροανοσοενδοκρινικές διασυνδέσεις (Press and Evensen, 1999).  
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Ο σπλήνας αποτελείται από ένα σύστημα σπληνικών ελλειψοειδών, και 
λεμφοειδούς ιστού. Τα ελλειψοειδή είναι τριχοειδή με παχύ τοίχωμα που προκύπτουν 
από τη διαίρεση των αρτηριδίων του σπλήνα και τα κύτταρα κατά μήκος των 
τοιχωμάτων συμμετέχουν ενεργά στη φαγοκυττάρωση μακροφάγων αντιγόνων (dos 
Santos et al., 2000). 
Ο θύμος αδένας, ένα άλλο λεμφοειδές όργανο, που βρίσκεται κοντά στην 
βραγχιακή κοιλότητα, παράγει Τ λεμφοκύτταρα που εμπλέκονται στην απόρριψη 
αλλομοσχευμάτων, στη διαδικασία της φαγοκυττάρωσης και στη παραγωγή 
αντισωμάτων από τα B κύτταρα (Zapata  et al., 1996˙ Powell et al., 2000). Η 
εμπλοκή του θύμου αδένα εξαρτάται περισσότερο από τους ορμονικούς κύκλους και 
τις εποχιακές διακυμάνσεις παρά από την ηλικία (Press and Evensen, 1999). 
1.4.1. Κύτταρα που εμπλέκονται στην ανοσολογική 
απόκριση  
Οι ιχθύες διαθέτουν πληθυσμούς λεμφοκυττάρων που είναι ανάλογοι με τα Τ-
κύτταρα, τα Β-κύτταρα, τα κυτταροτοξικά κύτταρα (παρόμοια με τα φυσικά κύτταρα 
φονιάδες – Natural Killer cells), τα μακροφάγα και τα πολυμορφοπύρηνα 
λευκοκύτταρα. 
Το ανοσοποιητικό σύστημα των τελεόστεων έχει υποπληθυσμούς των Τ 
λεμφοκυττάρων που εμφανίζουν διαφορικές αποκρίσεις σε μιτογόνα, αντιδράσεις 
μικτών λευκοκυττάρων και συνεργατικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ Τ-κυττάρων, Β-
κυττάρων και μακροφάγων που είναι απαραίτητα για την παραγωγή αντισωμάτων.  
Επιπλέον, οι τελεόστεοι είναι οι πιο πρωτόγονες ομάδες ιχθύων που 
κατέχουν το Κύριο Σύμπλεγμα Ιστοσυμβατότητας (Major Histocompatibility Complex 
– MHC) και τον υποδοχέα των Τ-κυττάρων (T Cell Receptor - TCR) (Manning and 
Nakanishi, 1996).  
1.4.2. Μη ειδικό σύστημα ιχθύων 
Η φυσική ή εγγενής ή έμφυτη ανοσία/απόκριση, αποτελεί μια πρώτη γραμμή 
άμυνας που περιλαμβάνει ανατομικούς και φυσιολογικούς φραγμούς και φραγμούς 
ενδοκυττάρωσης, φαγοκυττάρωσης και φλεγμονής.  
Στους ιχθύες, η έμφυτη απόκριση θεωρείται βασικό συστατικό στην 
καταπολέμηση των παθογόνων μικροοργανισμών λόγω των περιορισμών του 
προσαρμοστικού ανοσοποιητικού συστήματος, των περιορισμένων αντισωμάτων και 
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του αργού πολλαπλασιασμού, ωρίμανσης και μνήμης των λεμφοκυττάρων τους 
(Whyte, 2007).  
Η έμφυτη απόκριση χωρίζεται σε τρία μέρη: τον επιθηλιακό / βλεννογόνο 
φραγμό, τις χυμικές παραμέτρους και τα κυτταρικά συστατικά. Ο επιθηλιακός και ο 
βλεννογόνος φραγμός του δέρματος, τα βράγχια και η πεπτική οδός είναι ένα 
εξαιρετικά σημαντικό εμπόδιο για την εισβολή παθογόνων οργανισμών (Magnadottir, 
2010).  
Αυτός ο τύπος απόκρισης απαιτεί μια σειρά μηχανισμών που περιλαμβάνουν 
χυμικούς παράγοντες, κύτταρα και ιστό, αντιμικροβιακά πεπτίδια και παράγοντες του 
συμπληρώματος. Οι χυμικοί παράγοντες μπορεί να είναι κυτταρικοί υποδοχείς ή 
μόρια που είναι διαλυτά στο πλάσμα ή/και σε άλλα σωματικά υγρά (Magnadottir, 
2006˙ Subramanian et al., 2007˙ Subramanian et al., 2008) 
1.4.2.1. Φυσικοί φραγμοί 
Η βλέννα του δέρματος και τα βράγχια λειτουργούν ως πρώτη γραμμή 
άμυνας στη επίθεση παθογόνων οργανισμών (Ingram, 1980˙ Shepard, 1994˙ Ellis, 
2001). Η βλέννα των ιχθύων περιέχει λεκτίνες, πεντραξίνες, λυσοζύμες, πρωτεΐνες 
συμπληρώματος, αντιβακτηριακά πεπτίδια και ανοσοσφαιρίνη Μ (Immunoglobulin - 
IgM), τα οποία διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην αναστολή της εισόδου 
παθογόνων (Alexander and Ingram, 1992˙ Rombout et al., 1993˙ Aranishi and 
Nakane, 1997˙ Saurabh and Sahoo, 2008) 
Επιπλέον, η επιδερμίδα είναι σε θέση να αντιδράσει σε διάφορες επιθέσεις 
(πύκνωση και κυτταρική υπερπλασία) και η ακεραιότητά της είναι απαραίτητη για την 
οσμωτική ισορροπία των ιχθύων και για την πρόληψη της εισόδου ξένων 
παραγόντων (Hibiya, 1994). Τέλος, υπάρχουν κύτταρα προστασίας, όπως 
λεμφοκύτταρα, μακροφάγα και ηωσινοφιλικά κοκκώδη κύτταρα (Sveinbjornsson et 
al., 1996˙ Ellis, 2001˙ Fischer et al., 2006). 
1.4.2.2. Μη ειδικά κυτταροτοξικά κύτταρα 
Σε αντίθεση με τα κύτταρα φονιάδες των θηλαστικών, τα μη ειδικά 
κυτταροτοξικά κύτταρα των γατόψαρων είναι μικρά λεμφοκύτταρα που βρίσκονται 
συνήθως σε λεμφοειδείς ιστούς, όπως ο πρόνεφρος και ο σπλήνας, ενώ σπάνια 
βρίσκονται στο αίμα (Shen et al., 2002) . Εκτός από την περίπτωση των γατόψαρων, 
μη συγκεκριμένα κυτταροτοξικά κύτταρα έδειξαν δραστικότητα σε άλλα είδη ψαριών, 
συμπεριλαμβανομένης της πέστροφας (Greenle et al., 1991), κοινού κυπρίνου 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
70 
 
(Hinuma et al., 1980˙ Suzumura et al., 1994), στο τροπικό damselfish (McKinney and 
Achmale, 1994) και στη τιλάπια (Faisal et al., 1989).  
1.4.2.3. Φαγοκυττάρωση  
Η φαγοκυττάρωση είναι μία από τις σημαντικότερες διεργασίες στα 
ποικιλόθερμα ζώα διότι είναι η διαδικασία που επηρεάζεται λιγότερο από τη 
θερμοκρασία (Blazer, 1991˙ Lange and Magnadottir, 2003˙ Magnadottir et al., 2005). 
Στους ιχθύες, τα κυριότερα κύτταρα που εμπλέκονται στη φαγοκυττάρωση είναι τα 
ουδετερόφιλα και τα μακροφάγα (Secombes and Fletcher, 1992). Αυτά τα κύτταρα 
απομακρύνουν τα βακτήρια κυρίως με την παραγωγή αντίδρασης ειδών οξυγόνου 
(Reactive Oxygen Species – ROS), με σκοπό να προκληθεί κυτταρική βλάβη, κατά 
τη διάρκεια αναπνευστικής έκρηξης (respiratory burst oxidase). Η βασική αντίδραση 
στην αναπνευστική έκρηξη είναι η μετατροπή του μοριακού οξυγόνου σε 
σουπεροξειδικó ανιóν. 
Επιπλέον, τα ουδετερόφιλα διαθέτουν μυελοϋπεροξειδάση μέσα στους 
κυτταροπλασματικούς τους κόκκους, οι οποίοι παρουσία αλογονιδίου και 
υπεροξειδίου του υδρογόνου θανατώνουν τα βακτήρια με αλογόνωση του 
βακτηριακού κυτταρικού τοιχώματος. Επιπλέον, αυτά τα κύτταρα έχουν λυσοζύμες 
και άλλα υδρολυτικά ένζυμα στα λυσοσώματα τους (Fischer et al., 2006).  
Ομοίως, τα μακροφάγα μπορούν να παράγουν νιτρικό οξείδιο σε θηλαστικά 
και μπορούν να είναι τόσο ισχυροί όσο οι αντιβακτηριακοί παράγοντες, οι 
υπεροξυνιτρίτες και οι ομάδες υδροξυλίου (Secombes and Fletcher, 1992). 
1.4.2.4. Το σύστημα του συμπληρώματος 
Το σύστηµα του συμπληρώματος αποτελεί τον ακρογωνιαίο λίθο της φυσικής 
ανοσίας ενώ πρόσφατες µελέτες έδειξαν τον σηµαντικό του ρόλο κατά την 
ενεργοποίηση της προσαρμοστικής ανοσίας (Mastellos and Lambris, 2002). 
Αποτελείται από 35 περίπου διαλυτές και µεβρανικές πρωτεΐνες που εκφράζονται 
κυρίως, από ηπατοκύτταρα αλλά και µονοκύτταρα, ιστικά µακροφάγα και επιθηλιακά 
κύτταρα του γαστρεντερικού, νευρικού και ουροποιητικού συστήµατος.  
Το σύστημα συμπληρώματος στους τελεόστεους, όπως και στα ανώτερα 
σπονδυλωτά, μπορεί να ενεργοποιηθεί με τρεις τρόπους: τη κλασσική (classical 
pathway) το πρώτο μονοπάτι που µελετήθηκε, πυροδοτείται µέσω σχηµατισµού 
διαλυτών συµπλεγµάτων αντιγόνου-αντισώµατος ή µε την σύνδεση αντισώµατος 
στην επιφάνεια ενός βακτηριακού κυττάρου (Holland and Lambris, 2002), την 
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εναλλακτική (alternative pathway) η οποία ενεργοποιείται από ιούς, βακτήρια, 
µύκητες ή ακόµη και καρκινικά κύτταρα ενώ είναι ανεξάρτητη των αντισωµάτων και 
την οδό των λεκτινών (lectin pathway, Mannose-Binding Lectin - MBL) η οποία 
µοιάζει µε την κλασική οδό ενεργοποίησης αλλά διαφοροποιείται από αυτήν στον 
τρόπο µε την οποία γίνεται η ενεργοποίηση της. Αντί, η ενεργοποίηση να γίνει από 
συµπλέγµατα αντιγόνου-αντισώµατος, η οδός αυτή ξεκινά µε την δέσµευση ενός 
πρωτεϊνικού συµπλόκου, που αποτελείται από την mannose-binding lectin (MBL) και 
τις σερινοπρωτεάσες MASP-1 και ΜΑSP-2 (mannose-binding lectin associated 
proteases 1 and 2), σε υδατάνθρακες της επιφάνειας των βακτηρίων (Sakai, 1992).  
Και οι τρεις οδοί οδηγούν στην ενεργοποίηση της λυτικής οδού και το 
σχηµατισµό του τελικού συµπλόκου λύσης της µεµβράνης (mebrane attact complex, 
MAC), υπεύθυνου για την λύση των παθογόνων μικροοργανισμών.  
Το σύστηµα του συμπληρώματος επιτελεί τρεις βασικές λειτουργίες (Carroll 
and Prodeus, 1998˙ Sahu and Lambris, 2001):  
1. Συµµετέχει στην άµυνα εναντίον των λοιµώξεων.  
α. µέσω οψωνινοποίησης αντιγόνων και ανοσοσυµπλεγµάτων που προωθεί 
την φαγοκυττάρωσή τους. Η διαδικασία µεσολαβείται από υποδοχείς του συστήµατος 
στην επιφάνεια των φαγοκυττάρων.  
β. µέσω χηµειοταξίας και ενεργοποίησης των λευκοκυττάρων  
γ. µέσω λύσεως βακτηρίων και κυττάρων.  
 
2. Αποτελεί κοµβικό σηµείο µεταξύ φυσικής και προσαρμοστικής 
ανοσίας.  
α. ενισχύοντας την ανοσοβιολογική απάντηση µέσω αντισωμάτων.  
β. ενισχύοντας την ανοσοβιολογική µνήµη  
γ. ρυθµίζοντας τους µηχανισµούς της προσαρµοστικής ανοσίας µέσω της 
δέσµευσης πρωτεϊνών του σε ειδικούς υποδοχείς της επιφάνειας των 
λεμφοκυττάρων και των θυλακοειδών δενδριτικών κυττάρων.  
3. Προωθεί την εναπόθεση άχρηστου υλικού.  
α. συµµετέχοντας στην απόσυρση ανοσοσυµπλεγµάτων από τους ιστούς 
µετά το πέρας της ανοσοβιολογικής απόκρισης.  
β. συµµετέχοντας στην απομάκρυνση αποπτωτικών κυττάρων 
Εκτός όµως από τον παραδοσιακό του ρόλο στην άµυνα του οργανισμού και 
την συμμετοχή του στην φλεγμονώδη αντίδραση, πρόσφατες µελέτες αποδίδουν στο 
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συµπλήρωµα, συμμετοχή και σε αναπτυξιακές διαδικασίες του οργανισμού. Η 
διαφορετική έκφραση πολλών συστατικών του συμπληρώματος σε διαφορετικούς 
ιστούς και αναπτυξιακά στάδια, σε συνδυασµό µε αδιευκρίνιστες βιολογικές 
διαδικασίες που φαίνεται να σχετίζονται µε την διαφορετική αυτή έκφραση 
πρωτεϊνών, υποστηρίζουν δράση του συστήµατος στην διαφοροποίηση κυττάρων, 
σηµαντική κατά την αρχική ανάπτυξη, την διαφοροποίηση των προγονικών κυττάρων 
και την αναγέννηση ιστών και οργάνων (Mastellos and Lambris, 2002˙ Tsonis et al., 
2001).  
Αν και οι πληροφορίες για την δράση του συμπληρώματος βασίζονται κυρίως 
στην µελέτη του συστήµατος στα θηλαστικά, πολλοί παραλληλισµοί µπορούν να 
γίνουν µεταξύ του συμπληρώματος των θηλαστικών και των ιχθύων.  
Οι ιχθύες εµφανίζουν µια μοναδικότητα, σε σχέση µε άλλους ασπόνδυλους ή 
σπονδυλωτούς οργανισµούς, παρουσιάζοντας µια µεγάλη ποικιλία στα συστατικά 
του συμπληρώματος, όπως η περίπτωση του τρίτου συστατικού (C3), το οποίο 
µπορεί να υπάρχει µε 5 ισοµορφές σε ένα είδος (Sunyer et al., 1998˙ Smith et al., 
1999˙ Miyazawa et al., 2001). Θεωρείται πως αυτή η ποικιλία των πρωτεϊνών του 
συστήµατος υπάρχει για να επεκταθούν οι δυνατότητες της φυσικής ανοσίας (Sunyer 
and Lambris, 1998) . ∆εν είναι ξεκάθαρο σε ποια στιγµή κατά την διάρκεια της 
εξέλιξης έγιναν οι διπλασιασµοί των γονιδίων και η διαφοροποίησή τους που 
οδήγησε στην δηµιουργία των διαφορετικών ισοµορφών. Το µόνο που είναι γνωστό, 
είναι πως πολλά ασπόνδυλα διαθέτουν ένα σύστηµα που µοιάζει µε το συµπλήρωµα 
και σχετίζεται µε την φαγοκύττωση αντιγόνων (Fujii et al., 1992˙ Zarkadakis et al., 
2001).  
1.4.2.5. Ο παράγοντας νέκρωσης όγκων (TNF) 
Αρκετές μελέτες σε ιχθύες υποδηλώνουν ότι ο TNF-α και -β (Tumor Necrosis 
Factor) ενεργοποιούν μακροφάγα. Μελέτες στο λαβράκι, στην ιριδίζουσα πέστροφα, 
στο καλκάνι, στο φαγκρί, στο χρυσόψαρο και στο γατόψαρο έχουν δείξει ότι ο TNF 
προκαλεί την ενεργοποίηση των μακροφάγων, οδηγώντας σε αυξημένη 
αναπνευστική δραστηριότητα, φαγοκυττάρωση και παραγωγή νιτρικού οξειδίου (Yin 
et al., 1997˙ Mulero and Meseguer, 1998˙ Tafalla et al., 2001˙ Nascimento et al., 
2007).  
1.4.2.6. Ιντερφερόνη (INF) 
Οι INFα και β είναι κυτοκίνες με μη ειδική αντι-ιική λειτουργία που βασίζεται 
στην αναστολή αντιγραφής νουκλεϊκού οξέος εντός των μολυσμένων κυττάρων. Η 
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ιντερφερόνη διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην άμυνα κατά της ιογενούς μόλυνσης 
σε κύτταρα-ξενιστές σπονδυλωτών και εκκρίνονται INFα / β κατά την αναγνώριση του 
ιικού νουκλεϊκού οξέος (Robertsen, 2006). Αυτές οι ιντερφερόνες (INFs) 
προστατεύουν άλλα κύτταρα από ιική μόλυνση με τη δέσμευση τους σε 
διαφορετικούς υποδοχείς, με αποτέλεσμα την επαγωγή αρκετών εκατοντάδων 
γονιδίων που διεγείρονται από INF (ISGs). Μερικά από αυτά τα γονίδια 
κωδικοποιούν αντι-ιικές πρωτεΐνες, όπως την πρωτεΐνη MΧ, ενεργοποιημένη 
πρωτεϊνική κινάση dsRNA (PKR) και η 2,5-ολιγοαδενυλική συνθετάση (OAS) (De 
Veer et al., 2001˙ Samuel, 2001). 
1.4.2.7. Ιντερλευκίνες (IL) 
Η IL-1 σε θηλαστικά αποτελείται από 10 προσδέματα και 10 μόρια 
πρωτεΐνικών υποδοχέων και διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη φλεγμονή και την 
άμυνα του ξενιστή (Dinarello, 1997). Η IL-1β ανιχνεύθηκε σε 13 είδη τελεόστεων και 
εμπλέκεται στη ρύθμιση της ανοσίας μέσω της διέγερσης των Τ κυττάρων. Η 
λειτουργία της IL-1β σε αυτά τα είδη ιχθύων είναι ανάλογη με την IL-1β θηλαστικών 
(Mathew et al., 2002˙ Magnadottir, 2010). Επιπροσθέτως, έχει αποδειχθεί ότι η IL-6 
εμπλέκεται στην φλεγμονώδη απόκριση σε Gram αρνητικά βακτήρια (Savan and 
Sakai, 2006). 
1.4.2.8. Χημειοκίνες  
Οι χημειοκίνες είναι μια οικογένεια κυτοκινών που ρυθμίζουν τη μετανάστευση 
ανοσοκυττάρων τόσο υπό φλεγμονώδεις όσο και φυσιολογικές συνθήκες. Αυτές όχι 
μόνο προάγουν την κινητοποίηση των λευκοκυττάρων, αλλά ρυθμίζουν και τις 
ανοσολογικές αντιδράσεις (Esche et al., 2005, Kunkel et al., 1995). Επομένως, έχουν 
καταγραφεί ως βασικοί ρυθμιστές της ανοσολογικής αντίδρασης, που λειτουργούν ως 
γέφυρα μεταξύ έμφυτων και προσαρμοστικών αποκρίσεων. Οι εκφρασμένες 
χημειοκίνες ρυθμίζουν επίσης την ωρίμανση και τον διαχωρισμό εντός των 
λεμφοειδών οργάνων των ανοσοκυττάρων (Cyster, 1999, Campbell and Butcher, 
2000), αλλά πέραν του ανοσοποιητικού συστήματος, αυτά τα μόρια έχουν επίσης 
αποδειχθεί ότι διαδραματίζουν σηματικό ρόλο στην αγγειογένεση (Arenberg et al., 
1997˙ Keane et al., 1998), νευρολογική ανάπτυξη και λειτουργία (Belmadani et al., 
2006˙ Gordon et al., 2009)  την οργανογένεση και τη μετανάστευση των γεννητικών 
κυττάρων (Doitsidou et al., 2002˙ Knaut et al., 2003˙ DeVries et al., 2006). 
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1.4.2.9. Λυσοζύμη 
Η λυσοζύμη είναι ένα βακτηριολυτικό ένζυμο που κατανέμεται ευρέως σε όλο 
το σώμα των τελεόστεων και αποτελεί μέρος των μη ειδικών αμυντικών μηχανισμών 
όπως στα περισσότερα ζώα. Οι κύριες πηγές λυσοζύμης είναι μονοκύτταρα / 
μακροφάγα και ουδετερόφιλα. Ωστόσο, πρόσφατα έχει ανιχνευθεί στα ηωσινοφιλικά 
κοκκώδη κύτταρα του εντέρου (Sveinbjornsson et al., 1996).  
Η βακτηριοκτόνος δράση αυτού του ενζύμου περιλαμβάνει την υδρόλυση της 
πεπτιδογλυκάνης βακτηριακών κυτταρικών τοιχωμάτων με αποτέλεσμα την 
κυτταρική λύση. Η λυσοζύμη συνδέθηκε αρχικά με την άμυνα κατά Gram-θετικών 
βακτηρίων, αλλά έχει αποδειχτεί πως λύει και Gram-αρνητικά βακτήρια 
(Sveinbjornsson et al., 1996).  
Επιπλέον, αυτό το ένζυμο ενεργοποιεί την οψωνίνη του συστήματος του 
συμπληρώματος και των φαγοκυτταρικών κυττάρων (Magnadottir, 2006).  
1.4.2.10. Φυσικά αντισώματα 
Τα φυσικά αντισώματα παράγονται στους ιχθύες σε τέτοιο επίπεδο που 
ρυθμίζεται η απουσία αντιγονικής διέγερσης κυττάρων που είναι ισοδύναμα με Β1 
κύτταρα (Boes, 2000). Αυτά τα φυσικά αντισώματα βρίσκονται σε υψηλά επίπεδα 
στον ορρό των ιχθύων, όπου παρέχουν άμεση και ευρεία προστασία έναντι 
βακτηριακών και ιογενών παθογόνων εισβολών, καθιστώντας αυτούς τους 
παράγοντες ως βασικά συστατικά της μη ειδικής ανοσίας. Τα φυσικά αντισώματα 
συνδέονται επίσης με την προσαρμοστική ανοσία. Οι τελεόστεοι είναι ικανοί να 
παράγουν συγκεκριμένα φυσικά αντισώματα όπως η IgM εναντίων διαφόρων 
αντιγόνων. Αυτή η αντίδραση, ωστόσο, έχει αποδειχθεί ότι ποικίλλει μεταξύ 
διαφορετικών ειδών και περιβαλλοντικών συνθηκών (Whyte, 2007). 
1.4.2.11. Πεντραξίνες (PTX) 
Οι πεντραξίνες είναι μια οικογένεια πρωτεϊνών που βρίσκονται στα σωματικά 
υγρά σπονδυλωτών και ασπόνδυλων και συσχετίζονται συνήθως με την απόκριση 
οξείας φάσης φλεγμονής (Bayne and Gerwick, 2001˙ Wu et al., 2003). Στους 
τελεόστεους τα επίπεδα αυτών των πρωτεϊνών αυξάνονται μετά από τραυματισμό 
στον ιστό ή παθολογική μόλυνση. Αυτές οι πρωτεΐνες παίζουν ενεργό ρόλο στο 
ανοσοποιητικό σύστημα (Cook et al., 2003), την ενεργοποίηση της κλασικής οδού 
του συμπληρώματος (De Haas et al., 2000) και την απομάκρυνση των αποπτωτικών 
κυττάρων (Nauta et al., 2003).  
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1.4.3. Ειδικό σύστημα ιχθύων 
Η συγκεκριμένη ανοσοαπόκριση λαμβάνει χώρα μέσω μηχανισμών που 
περιλαμβάνουν ένα πολύπλοκο δίκτυο εξειδικευμένων κυττάρων, πρωτεϊνών, 
γονιδίων και βιοχημικών μηνυμάτων που παρέχουν τα μέσα που είναι απαραίτητα 
για το σώμα να ανταποκρίνεται ειδικά σε αντιγόνα, αντισώματα και κύτταρα τελεστές 
με υψηλή εξειδίκευση και συγγένεια. 
1.4.3.1. Αντισώματα (Abs) / Ανοσοσφαιρίνες (Igs) 
Τα αντισώματα ή ανοσοσφαιρίνες είναι γλυκοπρωτεΐνες ειδικής σύνθεσης, 
που παράγονται από τα Β-λεμφοκύτταρα, βρίσκονται στους λεμφοειδείς ιστούς 
(σπλήνας, νεφρός, θύμος) και κυκλοφορούν κυρίως στον ορό του αίματος. Κάθε 
αντίσωμα αποτελείται από τέσσερις πολυπεπτιδικές αλυσίδες που συνδέονται με 
δισουλφιδικούς δεσμούς. Οι δύο μεγαλύτερες αλυσίδες ονομάζονται βαρείες 
αλυσίδες και οι άλλες δύο ελαφριές. Η αλληλουχία των αμινοξέων στο κατώτερο 
τμήμα κάθε αλυσίδας είναι ίδια σε όλα τα αντισώματα της ίδιας κατηγορίας, η περιοχή 
αυτή ονομάζεται σταθερή περιοχή. Η αλληλουχία των αμινοξέων στο υπόλοιπο 
τμήμα κάθε αλυσίδας παρουσιάζει διαφορές μεταξύ των αντισωμάτων και ονομάζεται 
μεταβλητή περιοχή. 
Στους τελεόστεους, η κυρίαρχη ανοσοσφαιρίνη είναι η τετραμερής IgM και 
περιέχει οκτώ αντιγονικές θέσεις συνδυασμού (Acton et al., 1971). Ορισμένοι 
τελεόστεοι έχουν μονομερές IgM στον ορό τους και οι παράγοντες που οδηγούν στην 
έκφρασή του είναι ακόμα άγνωστοι (Wilson and Warr, 1992).  
Οι ανοσοσφαιρίνες (Igs) είναι κρίσιμοι παράγοντες του προσαρμοστικού 
ανοσοποιητικού συστήματος και έχουν βρεθεί σε όλα τα γναθόστομα που έχουν 
διερευνηθεί μέχρι σήμερα (Flajnik et al., 2010). Διαφορετικοί ισότοποι Igs έχουν 
ταυτοποιηθεί σε σπονδυλωτά, όπως η IgM, που θεωρείται ότι βρίσκεται σχεδόν σε 
όλα τα είδη (Iwama et al., 1996˙ Flajnik et al., 2002), η IgD, μια από τις λιγότερο 
μελετημένες (Chen et al., 2010), η IgW, που βρίσκεται σε χονδροειδείς και σε lungfish 
(Berstein et al., 1996˙ Ota et al., 2003), η IgY βρέθηκαν σε αμφίβια, ερπετά και πτηνά 
(Warr et al., 1995), οι IgG, IgE και IgA, που βρέθηκαν σε θηλαστικά (Flajnik et al., 
2010), και η IgF, που βρέθηκε μόνο στα αμφίβια (Zhao et al., 2006). H ύπαρξη δύο 
ισότυπων Ig αναγνωρίστηκε πριν από περίπου 10 χρόνια: IgM, ένα τετραμερές μόριο 
που χρησιμοποιείται πολύ για την επαλήθευση της ειδικής ανοσοαντίδρασης έναντι 
των παθογόνων που είναι η πλέον άφθονη Ig στον ορό (Synyer et al.,2006), και η 
IgD, μια μονομερής ανοσοσφαιρίνη της οποίας η λειτουργία δεν έχει ακόμη 
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χαρακτηριστεί πλήρως (Edholm et al., 2001). Αλλά το 2005 βρέθηκε μια νέα Ig στην 
ιριδίζουσα πέστροφα και στο zebrafish (Danio rerio) και ονομάστηκε με δύο 
διαφορετικούς τρόπους: IgT στη πέστροφα (Hansen et al., 2005) και IgZ στο 
zebrafish (Danilova et al., 2005). Έπειτα, εντοπίστηκαν άλλες αλληλουχίες IgT / IgZ 
σε διαφορετικά είδη ψαριών όπως στο Fugu (Fugu rubripes).  
Η βασική της δομή αποτελείται από 2 βαριές και 2 ελαφριές αλυσίδες 
ενωμένες σε ένα μόριο (Εικόνα 3). Είναι πενταμερής στα υψηλότερα σπονδυλωτά και 
στους χονδριχθύες (Kobayashi et al., 1984), τετραμερής σε τελεόστεους (Acton et al., 
1971) ενώ η εξαμερική μορφή έχει επίσης δειχθεί σε ορισμένα αμφίβια (Hsu et al., 
1984). Εξαμερής και πενταμερής μορφή έχει επίσης βρεθεί σε ποντικούς (Hughey et 
al., 1998).  
 
Εικόνα 3. Η μορφή των ανοσοσφαιρινών. 
Οι σχέσεις πρόσδεσης μονομερούς και τετραμερούς IgM στην ιριδίζουσα 
πέστροφα είναι παρόμοιες, αλλά το τετραμερικό IgM ενεργοποιεί το σύστημα του 
συμπληρώματος αποτελεσματικότερα από τη μονομερή μορφή λόγω δομικής 
διαφοράς στο τμήμα Fc του μορίου (Elcombe et al., 1985) (Εικόνα 4). 
 
Εικόνα 4. Μοριακή δομή ανοσοσφαιρίνης IgM  
 
Πρόσφατη έρευνα, παραθέτει ένα φυλογενετικό δέντρο που απεικονίζει τη σχέση 
αλληλουχίας λαβρακιού IgT, IgM & IgD σε σχέση με άλλους τελεόστεους (Εικόνα 5) 
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Εικόνα 5. Φυλογενετικό δέντρο αλληλουχίας IgT, IgM & IgD (Buonocore et al., 2017) 
1.4.3.2. Ανοσολογική μνήμη 
Τα αντισώματα δεν περιορίζονται μόνο στην καταστροφή του μολυσματικού 
παράγοντα, παραμένουν στην μνήμη του σώματος, προκειμένου να εμποδίσουν νέα 
μόλυνση που προκαλείται από τον ίδιο παράγοντα. Όταν ένα Β κύτταρο εκτεθεί σε 
ένα αντιγόνο, διαιρείται και διαφοροποιείται σε υποσύνολά Β κύτταρα μνήμης και Β-
κύτταρα τελεστές ή πλασματοκύτταρα. Τα Β κύτταρα μνήμης υφίστανται σωματική 
υπερμετάλλαξη στο γονίδιο το οποίο κωδικοποιεί την μεταβλητή περιοχή (variable 
region) του αντισώματος και παραμένουν σε αδράνεια μέχρι να αντιμετωπιστεί το ίδιο 
αντιγόνο όπως εκτέθηκε αρχικά.  
Οι ιχθύες έχουν την ικανότητα να παράγουν αντισώματα στα περισσότερα 
αντιγόνα. Ωστόσο, μια σημαντική απόκριση αντισώματος σε ένα αντιγόνο δεν 
συσχετίζεται πάντοτε με την προστασία. Αντιθέτως, η προστασία μπορεί να 
επιτευχθεί χωρίς σημαντική απόκριση αντισωμάτων. Αναπτύσσεται μια απόκριση 
μνήμης πριν από μια δεύτερη έκθεση σε ένα αντιγόνο (Arkoosh and Kaattari, 1991˙ 
Whittington et al., 1994).  
Επίσης, Β κύτταρα με υποδοχείς υψηλής συγγένειας (high-affinity receptors), 
φαίνεται να επιλέγονται ως Β κύτταρα μνήμης (Morrison and Nowak, 2002). 
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1.4.3.3. Κυτταροτοξικότητα κυττάρων 
  Τα Τ-λεμφοκύτταρα διαιρούνται σε βοηθητικά (Th1/Th2) (που 
χαρακτηρίζονται από την παρουσία του δείκτη CD4 στην εξωτερική τους μεμβράνη) 
και σε κατασταλτικά/κυτταροτοξικά (που χαρακτηρίζονται από την παρουσία του 
δείκτη CD8 στην εξωτερική τους μεμβράνη). Τα κύτταρα της πρώτης κατηγορίας 
ενισχύουν την ανοσολογική απόκριση και βοηθούν στη διαφοροποίηση των Β-
λεμφοκυττάρων σε πλασματοκύτταρα. Τα κατασταλτικά λεμφοκύτταρα έχουν 
ρυθμιστικό ρόλο, περιορίζοντας την ανοσολογική απάντηση. Τα κυτταροτοξικά 
λεμφοκύτταρα έχουν ως αποστολή τη λύση κυττάρων που έχουν προσβληθεί από 
μικροοργανισμούς ή έχουν υποστεί κακοήθη εξαλλαγή και αναπτύσσονται 
ανεξέλεγκτα.  
Τα λευκοκύτταρα των ιχθύων είναι ικανά να προκαλέσουν αντιδράσεις 
κυτταρικής κυτταροτοξικότητας. Ωστόσο στα θηλαστικά, η προσαρμοστική 
ανοσοαπόκριση που επιτυγχάνεται από τα CD8+ κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα, 
έχει αποδειχθεί ότι είναι κρίσιμη για την καταπολέμηση διαφόρων ιογενών λοιμώξεων 
(Fisher et al., 2006). Αυτά τα λεμφοκύτταρα αναγνωρίζουν και καταστρέφουν ιικά 
κύτταρα χρησιμοποιώντας μόρια MHC (Major Histocompatibility Complex) τάξεως Ι. 
Αρκετές μελέτες δείχνουν ότι αυτός ο μηχανισμός κυτταρικού θανάτου υπάρχει 
επίσης στους ιχθύες και η παρουσίαση CD8+ MHC τάξεως Ι είναι παρόμοια με εκείνη 
των ανώτερων σπονδυλωτών (Fisher et al., 2006).  
 Στο λαβράκι, τα Τ κύτταρα εμφανίζονται στο στάδιο ανάπτυξης των νυμφών, 
τουλάχιστον πέντε ημέρες μετά την έναρξη της επώασης. Τα μόρια MHC τάξεως Ι και 
τα CD8 εκφράζονται από το στάδιο της προνύμφης, υποδηλώνοντας ότι τα νεαρά 
ιχθύδια αναπτύσσουν από νωρίς την κυτταρική ανοσία (Dos Santos et al., 2000). 
1.4.3.4. Κυτοκίνες που εμπλέκονται στην προσαρμοστική ανοσία 
Οι κυτοκίνες περιγράφονται στην προσαρμοστική ανοσία των ιχθύων και με 
την πρόσφατη ανακάλυψη του CD4 σε τελεόστεους, καθώς φαίνεται πως αυτές οι 
κυτοκίνες θα οδηγήσουν την ενεργοποίηση και τη διαφοροποίηση των βοηθητικών 
υπομονάδων Τ κυττάρων για την απελευθέρωση διαφορετικών κυτοκινών 
(Secombes, 2008).  
Όπως προαναφέρθηκε, οι IFN τύπου I και τύπου II είναι παρόντες και θα 
μπορούσαν ενδεχομένως να προκαλέσουν τη διαφοροποίηση των Th1 κυττάρων, με 
την IFN-g ως πιθανό τελεστή απόκρισης των Th1 μαζί με την IL-12 (Yoshiura et al., 
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2003˙ Nascimento et al., 2007), την IL-15 (Wang et al., 2007) και την IL-18 (Huising 
et al., 2004, Zou et al., 2004).  
Σε σχέση με κυτοκίνες τύπου Th2, βρέθηκε προσφάτως ένα μόριο το οποίο 
είναι ένα ομόλογο της IL-4. Ωστόσο, δεν έχει προφανή ομοιότητα με γνωστά γονίδια 
IL-4 των ανώτερων σπονδυλωτών (Li et al., 2007).  
Τέλος, τόσο οι IL-10 (Zou et al., 2003˙ Pinto et al., 2006) όσο και ο TGF-β 
(Transforming Growth Factor) (Hardie et al., 1998), υπάρχουν στους ιχθύες και 
μπορούν να σχηματίσουν τους τελεστές πιθανών ρυθμιστικών Τ κυττάρων. 
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1.5.  Η ΑΝΟΣΟΤΡΟΠΟΠΟΙΗΤΙΚΗ ΔΡΑΣΗ ΤΟΥ 
ΡΙΓΑΝΕΛΑΙΟΥ 
1.5.1. Η δράση των αιθέριων ελαίων  
Τα αρωματικά φυτά είναι μια από τις μεγαλύτερες κατηγορίες φυτών με 
βασικό τους κοινό χαρακτηριστικό την ύπαρξη αιθέριων ελαίων (Essential Oil - EO) 
σε όλα σχεδόν τα τμήματα του φυτικού τους ιστού (φύλλα, βλαστούς και 
αναπαραγωγικά όργανα). Είναι εξαιρετικά λιπόφιλες και με μεγάλη πυκνότητα. 
Αποθηκεύονται στην επιδερμίδα και το μεσόφυλλο του φυτού και έχουν χαμηλό 
σημείο ζέσεως. Η διαδικασία συλλογής τους είναι γνωστή ως απόσταξη. Κύρια 
ομάδα συστατικών των EO αποτελούν τα τερπενοειδή (De Castro ML  et al., 1999˙ 
Δόρδας 2009).   
Χαρακτηριστικό είναι το γεγονός ότι λόγω της πτητικότητας των συστατικών, 
τα ΕΟ προστατεύουν το φυτό από την υπερθέρμανση των υψηλών θερμοκρασιακών 
συνθηκών. Με αυτή τη διαδικασία καθιστούν τα αρωματικά φυτά ανθεκτικά σε 
περιόδους ξηρασίας. Τέλος, έχουν και τη δυνατότητα να επιταχύνουν τις διεργασίες 
του μεταβολισμού του φυτού, καθώς και να μεταφέρουν γρηγορότερα τις διάφορες 
θρεπτικές ουσίες που είναι απαραίτητες για την ανάπτυξη του φυτού (Ζήσης και 
συνεργ. 2006).  
Ο πιθανός ρόλος και ο τρόπος δράσης αυτών των φυσικών προϊόντων 
αφορά την πρόληψη και τη θεραπεία του καρκίνου, των καρδιαγγειακών παθήσεων 
συμπεριλαμβανομένης της αθηροσκλήρωσης και της θρόμβωσης, καθώς και της 
βιοδραστικότητας τους ως αντιβακτηριακά, αντιϊκά, αντιοξειδωτικά και αντιδιαβητικά 
μέσα (Edris, 2007). 
Οι ιδιότητες των ΕΟs που παράγονται από τα αρωματικά – φαρμακευτικά 
φυτά ποικίλουν και συνεχίζουν να αυξάνονται: αναλγητικές (Silva et al., 2003), 
αντιαλλεργικές (Mitoshi et al., 2012), αποσυμφορητικές (Santos et al., 2004), 
αντισηπτικές (Prabuseenivasan et al., 2006), αφροδισιακές (Tisserand et al., 1998), 
διουρητικές (Prabuseenivasan et al., 2006), ενυδατικές (Ali et al., 2015), 
καταπραϋντικές (Prabuseenivasan et al., 2006), καρδιοτονωτικές (Wannissorn et al., 
2005), νευροτονωτικές (Isman et al., 2000), ορμονικές (Lawless, 1996), οφθαλμικές 
(Pessoa et al., 2002), έναντι λοιμώξεων της ανώτερης αναπνευστικής οδού (Pessoa 
et al., 2002), έναντι κεφαλαλγίας (Pessoa et al., 2002),  έναντι δερματικών παθήσεων 
(Pessoa et al., 2002), προβιοτικές (Alçiçek et al., 1004), τονωτικές (Ali et al., 2015), 
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διεργετικές (Prabuseenivasan et al., 2006), επουλωτικές (Vakilian et al., 2011), 
χαλαρωτικές (Tisserand et al., 1998), αποτοξινωτικές (Lam et al., 1991), λιπολυτικές 
(Farag et al., 1989), εντομοαπωθητικές (Nerio et al., 2010), εντομοτοξικές (Pavela et 
al., 2007). 
Η πρώτη γνωστή γραπτή αναφορά σε θεραπευτικά φυτά έγινε από τους 
Σουμέριους και τους Ασσύριους το 2200 π.Χ. διότι ανακάλυψαν τη σπουδαιότητα 
των ιδιοτήτων 200 περίπου φαρμακευτικών φυτών, ανάμεσά τους και η ρίγανη.  
1.5.2. Βοτανική ταξινόμηση και μορφολογία της 
Ελληνικής ρίγανης 
Η ρίγανη αποτελεί ένα από τα πιο δημοφιλή αιθέρια έλαια, που 
χρησιμοποιείται σε όλη τη Μεσογειακή λεκάνη που καλλιεργείται εδώ και χιλιετίες 
(Viuda‐Martos et al., 2010). Ανήκει στην οικογένεια των Χειλανθών (Lamiaceae), της 
τάξης των Lamiales και το γένος Origanum (Roldán et al., 2010).  
Είναι πολυετής πόα αφού το φυτό αναπτύσσεται σε ύψος από 40 μέχρι 60 
εκατοστά (~20 ίντσες), διαθέτοντας πλούσιο ριζικό σύστημα. Οι βλαστοί του 
ξυλοποιούνται σε σύντομο χρονικό διάστημα και το χρώμα κοκκινίζει ελαφρώς. Το 
φυτό στο αρχικό στάδιο ανάπτυξης του έρπει στο χώμα, όπου και ριζώνει. Οι 
ανθοφόροι βλαστοί  αναπτύσσονται σε καρποφόρους και έπειτα ξηραίνονται. Μέχρι 
την επόμενη άνοιξη, τα φυτά της ρίγανης επαναλαμβάνουν την ίδια διαδικασία 
ανάπτυξης, από τις αρχές του φθινόπωρου, με τη δημιουργία νέων βλαστών. Το 
διάστημα μεταξύ φθινόπωρου και άνοιξης, οι βλαστοί αποθηκεύουν όσα 
περισσότερα θρεπτικά στοιχεία μπορούν μέσω των ριζών τα οποία είναι απαραίτητα 
για τα επόμενα στάδια ωρίμανσής τους. Η φυτρωτική τους ικανότητα διαρκεί 2-3 
χρόνια περίπου σε εδάφη με pH 6-9 (Βογιατζή 2004˙ Κουτσός 2006).  
1.5.3. Δράσεις και εφαρμογές του αιθέριου ελαίου της 
ρίγανης 
Το αιθέριο έλαιο της ρίγανης περιέχει δύο φαινόλες στις οποίες αποδίδονται 
οι βιολογικές ισχυρές της δράσεις και αυτές είναι η καρβακρόλη (5-isopropyl-o-cresol, 
5-isopropyl-2-methylphenol – C10H13OH) και η θυμόλη (6-isopropyl-m-cresol – 
C10H14O). Είναι σημαντικό, η αναλογία των δύο αυτών ουσιών να βρίσκεται σε 
σωστό επίπεδο, δηλαδή υψηλή περιεκτικότητα σε καρβακρόλη και χαμηλή σε 
θυμόλη (Lambert et al. 2001).  
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Εξάγεται με την υποβολή των αποξηραμένων υπέργειων τμημάτων των 
φυτών της σε απόσταξη με υδρατμούς, έχει χαρακτηριστική οσμή και καυστική 
γεύση, έντονο κίτρινο χρωματισμό και ελαιώδη σύσταση. Είναι πρακτικά αδιάλυτο 
στο νερό, ενώ είναι πολύ ευδιάλυτο στην αλκοόλη, τον αιθέρα και τα έλαια (Sefidkon 
et al., 2006).  
Αποτελείται από άφθονες φυτικές ινών οι οποίες σχετίζονται με την 
απομάκρυνση των χολικών αλάτων και των τοξινών που είναι ύποπτες για τη 
δημιουργία καρκίνου του παχέος εντέρου. Με τις φυτικές ίνες διασπάται η 
χοληστερόλη και δεν δημιουργούνται άλλα χολικά άλατα γεγονός το οποίο 
αποδεικνύει πως συντελεί στη μείωση των υψηλών επιπέδων που αφορούν την 
χοληστερόλη καθώς επίσης και πως υπάρχει σημαντική μείωση του κινδύνου για 
δημιουργία καρκινικών όγκων στο παχύ έντερο (Λίγκα, 1999).  
Στο βότανο αυτό επίσης εμπεριέχεται σε αφθονία ένα σύνολο θρεπτικών 
συστατικών όπως βιταμίνης Κ, βιταμίνης C, βιταμίνης Α, μαγγάνιο, σιδήρου 
ασβεστίου καροτένιου λουτείνης, ζεαξανθίνης καθώς και κρυπτοξανθίνης. 
Συνεχίζοντας με τον κατάλογο των θρεπτικών συστατικών που περιέχει η ρίγανη 
γίνεται αναφορά στην ύπαρξη του πινένιου, του λιμονένιου, του οκιμένιου και του 
καρυοφυλλένιου τα οποία αποτελούν μια ομάδα ενεργών συστατικών που 
εμπεριέχεται στο αιθέριο έλαιο της καθώς και στην ύπαρξη ουρσολικού οξέος το 
οποίο συντελεί ως λιποδιαλυτής ενώ ταυτόχρονα συντείνει στην διατήρηση της 
υγείας της μυϊκής μάζας, του καφεϊκού οξέος μιας πολυφαινόλης που δρα 
ανασταλτικά στην δημιουργία καρκινικού όγκου καθώς και στην ύπαρξη 
ροσμαρινικού οξέος, το οποίο έχει αντιοξειδωτικές και αντιβακτηριδιακές ιδιότητες 
(Λίγκα, 1999).  
Επίσης το ριγανέλαιο χρησιμοποιείται στα σιτηρέσια πολλών ζώων εκτροφής 
διότι εκτός ότι αντικαθιστά επιβλαβή αντιβιοτικά έχει και πολλές επωφελής 
επιδράσεις και ευεργετικές ιδιότητες για τους οργανισμούς των ζώων (Botsoglou et 
al., 2002˙  Botsoglou et al., 2003˙ Giannenas et al., 2003˙ Burt, 2004˙ Florou-Paneri 
et al., 2005˙ Simitzis et al., 2010˙ Govaris et al., 2010). 
1.5.4. Θεραπευτικές ιδιότητες του αιθέριου ελαίου της 
ρίγανης  
To EO της ρίγανης χρησιμοποιείται στη παραδοσιακή ιατρική για τη θεραπεία 
κοινών ασθενειών ενώ έχει χρησιμοποιηθεί και ως φαρμακευτικό βότανο για τη 
θεραπεία διάφορων καταστάσεων όπως ο πυρετός, η διάρροια, η δυσπεψία και ο 
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ίκτερος. Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει πως η ρίγανη εμφανίζει αντιοξειδωτικές, 
αντιμυκητιακές, και αντιιικές ιδιότητες. Λόγω των αντιοξειδωτικών λειτουργιών της, η 
ρίγανη θα μπορούσε να αποτελέσει χρήσιμο παράγοντα στη θεραπεία του καρκίνου, 
των καρδιακών παθήσεων και της υψηλής αρτηριακής πίεσης καθώς επίσης βοηθάει 
στη πέψη, σε θεραπείες ρευματισμών και μυϊκών πόνων (Savini et al., 2009˙ 
Hosseinpoor et al., 2016).  
Το ριγανέλαιο εμφανίζει επίσης σημαντικές αντιμικροβιακές και 
αντιοξειδωτικές ιδιότητες στους ιχθύες. Μελετήθηκε η αντιπαρασιτική και 
ανοσοτροποποιητική δράση του ΕΟ κατά των παρασιτικών μυξοσποριδίων 
(Myxobolus sp.) στη τσιπούρα (Diplodus puntazzo, Sparus aurata) (Karagouni et al., 
2005a˙ Karagouni et al., 2005b), καθώς δεν υπάρχει θεραπεία για το συγκεκριμένο 
παράσιτο (Higgins et al., 1998). Η επίδραση του ΕΟ αποδίδεται τόσο στην άμεση 
κυτταροτοξική δράση στο παράσιτο όσο και στην ανοσοδιεγερτική επίδραση με 
αποτέλεσμα την εξάλειψη του παρασίτου μέσω αμυντικών μηχανισμών (Karagouni et 
al., 2005a˙ Karagouni et al., 2005b).  
Μελετήθηκε επίσης και η αντιμυκητιασική δράση του ΕΟ της ρίγανης κατά του 
μύκητα Saprolegnia (Saprolegnia parasitica) (Gormez, 2014). Ο θεραπευτικός 
έλεγχος του μύκητα είναι αρκετά περιορισμένος λόγω της τοξικότητάς τους και της 
επιμονής τους στο περιβάλλον (Panizi et al., 1993). Τέλος, ορισμένες περιπτώσεις, 
το ΕΟ είναι ικανό να αναστείλει την ανάπτυξη των μυκήτων όταν βρίσκεται σε 
συγκριτικά χαμηλές συγκεντρώσεις (Gormez, 2014).  
Παρόμοια έρευνα διεξήχθη για τη βακτηριακή μικροχλωρίδα στον κοινό 
κυπρίνο (Cyprinus carpio) και τη διάρκεια ζωής του με το συμπλήρωμα του ΕΟ της 
ρίγανης (Mahmoud et al., 2004). Τα αποτελέσματα έδειξαν πως τα συστατικά του 
ΕΟ, ιδιαίτερα η καρβακρόλη και η θυμόλη, έχουν ισχυρή αντιβακτηριακή δράση 
έναντι των οργανισμών που περιλαμβάνουν τη μικροχλωρίδα του κυπρίνου. 
Συγκεκριμένα μειώθηκε η ανάπτυξη των βακτηρίων στους κυπρίνους που είχαν 
εμβαπτιστεί με το ΕΟ της ρίγανης, παρατείνοντας έτσι τη ζωή των ιχθύων (Mahmoud 
et al., 2004).  
Τέλος, ο συνδυασμός καρβακρόλης και θυμόλης απέδειξε πως μειώνεται η 
θνησιμότητα των ιχθύων μετά από μόλυνση με το Gram αρνητικό βακτήριο Α. 
Hydrophila όπως και επίσης μπορεί να δράσει ως αυξητικός παράγοντας, να αυξήσει 
την αντιοξειδωτική δραστικότητα, να αυξήσει την ιζηματοποίηση των μυϊκών 
πρωτεϊνών και επίσης να βελτιώσει την ανθεκτικότητα σε παθογόνους παράγοντες 
όταν προστεθεί σε τροφή (Zheng et al., 2009).  
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Στόχος της συγκεκριμένης διδακτορικής διατριβής 
Η συγκεκριμένη διδακτορική διατριβή έχει ως στόχο τη μελέτη της διαφορικής  
έκφρασης ανοσολογικών γονιδίων που σχετίζονται με τους αμυντικούς μηχανισμούς 
πειραματικά μολυσμένων λαβρακιών με τον ιό betanodavirus, χρησιμοποιώντας 
κύτταρα που απομονώνονται  από το εμπρόσθιο τμήμα του νεφρού (head-kidney) 
και μεθόδους της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (qRT-
PCR).  
Πιο συγκεκριμένα, μελετώνται γονίδια που σχετίζονται με τη λειτουργία των Β 
και Τ κυττάρων, καθώς και γονίδια  που κωδικοποιούν κυτταρομεσολαβητικούς 
παράγοντες, όπως είναι οι κυτταροκίνες. Η συσχέτιση της διαφορικής έκφρασης των 
γονιδίων αυτών με το ιικό φορτίο που αναπτύσσεται στον εγκέφαλο μολυσμένων 
λαβρακιών αναδεικνύουν βιοδείκτες που μπορούν να χρησιμοποιηθούν στο μέλλον 
τόσο για την πρόγνωση της ασθένειας, όσο και για την ενδεχόμενη αξιολόγηση 
υποψηφίων εμβολίων κατά του ιού. 
Παράλληλα,  γίνεται η προσπάθεια αξιολόγησης της δράσης φαρμακευτικού 
σιτηρεσίου εμπλουτισμένου με αιθέριο έλαιο ρίγανης ως προς την 
ανοσοτροποποιητική ή/και προστατευτική ικανότητά του  κατά του ιού με απώτερο 
στόχο την προστασία του υδάτινου περιβάλλοντος των ελληνικών ιχθυοκαλλιεργειών. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2Ο – ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ 
ΜΕΘΟΔΟΙ – ΕΙΔΙΚΟ 
ΜΕΡΟΣ  
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2.1.1. Εγκαταστάσεις & συνθήκες πειραματικού 
πληθυσμού 
Η προετοιμασία και η εκτέλεση του εν λόγω πειράματος πραγματοποιήθηκε 
στις εγκαταστάσεις του Τμήματος Κτηνιατρικής, της Σχολής Επιστημών Υγείας, του 
Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, στην Καρδίτσα.  
Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν 6 γυάλινα ενυδρεία, χωρητικότητας 180 
λίτρων. Η κυκλοφορία του νερού γινόταν μέσω κλειστού κυκλώματος, προκειμένου 
να αποφευχθεί εξάπλωση της μόλυνσης μέσω του νερού και να ελεγχθεί πλήρως η 
περιεκτικότητά του σε άλατα. Το νερό που χρησιμοποιήθηκε ήταν ύδρευσης, 
αποχλωριωμένο και για την επίτευξη τεχνητής αλατότητας προστέθηκαν άλατα 
εμπορίου. 
Καθ’ όλη τη διάρκεια της πειραματικής μόλυνσης η θερμοκρασία 
διατηρούνταν σταθερή στους 27°C με τη βοήθεια θερμοαντιστάσεων. Η οξυγόνωσή 
γινόταν με αεραντλίες, ατομικές για κάθε ενυδρείο. Πριν τη μεταφορά του 
πειραματικού πληθυσμού, τα ενυδρεία παρέμειναν πληρωμένα με νερό αλατότητας 
33‰ για δύο μήνες, ώστε να αναπτυχθούν μικροοργανισμοί του γένους 
Nitrosomonas spp. και Nitrobacter spp., που κρίνονται απαραίτητοι για την επίτευξη 
ισορροπίας στο βιολογικό φίλτρο κατά την παραμονή των ψαριών. Για την επίτευξη 
όσο το δυνατόν καλύτερης ποιότητας νερού, χρησιμοποιήθηκαν και ατομικά 
εξωτερικά βιολογικά φίλτρα σε κάθε ενυδρείο.  
Στη συνέχεια μεταφέρθηκε στα ενυδρεία ο πειραματικός πληθυσμός 600 
λαβρακίων και αφέθηκε να εγκλιματιστεί για περίπου δεκαπέντε ημέρες, ώστε να 
αποκατασταθεί η προκληθείσα καταπόνηση των λαβρακιών λόγω μεταφοράς και 
αλλαγής περιβάλλοντος. 
Οι συνθήκες εκτροφής των λαβρακιών ήταν: οξυγόνο 7 mg/μl, αλατότητα 
33‰ και θερμοκρασία 27°C. Καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράματος διενεργούνταν 
δειγματοληψίες νερού από τα ενυδρεία και καταγραφή της θερμοκρασίας, της 
αλατότητας και της περιεκτικότητας σε οξυγόνο. Δεν παρατηρήθηκαν θνησιμότητες 
κατά την περίοδο εγκλιματισμού των ψαριών. 
2.1.2. Πρωτόκολλο πειραματικού πληθυσμού 
Για τη μελέτη της ανοσοπαθολογίας της ιογενούς εγκεφαλοπάθειας, σε 
προηγούμενη πειραματική προσέγγιση (Απρίλιος 2015-Δεκέμβρης 2015) και στο 
πλαίσιο εγκεκριμένης χρηματοδότησης πραγματοποιήθηκαν ελεγχόμενες 
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πειραματικές μολύνσεις λαβρακιών με τον ιό Noda (Εργαστήριο Ιχθυοπαθολογίας, 
Σχολή Επιστημών Υγείας, Τμήμα Κτηνιατρικής – Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας). 
Ειδικότερα, λαβράκια αρχικού βάρος ~8 gr (n=100 ψάρια/δεξαμενή, διπλός 
πειραματισμός) τοποθετήθηκαν σε έξι δεξαμενές κλειστού κυκλώματος ελεγχόμενων 
συνθηκών (7 mg/μl Ο2, 33% ΝαCl, 27 °C) και εξετράφησαν για 2,5 μήνες με 
εμπορικό σιτηρέσιο προσαρμοσμένο στο είδος (2 δεξαμενές), με φαρμακευτικό 
σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 1000 ppm αιθέριου ελαίου ρίγανης (2 δεξαμενές) και με 
φαρμακευτικό σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 2000 ppm αιθέριου ελαίου ρίγανης (2 
δεξαμενές). Στο τέλος του προβλεπόμενου χρόνου, από κάθε εκτροφή εξαιρέθηκαν 
15 ψάρια (βάρος σώματος: ~15gr) και από κάθε ψάρι εξήχθη ο εγκέφαλος και το 
πρόσθιο τμήμα του νεφρού. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν άμεσα σε υγρό άζωτο 
(snapfrozen) προκειμένου να αποτελέσουν τις ομάδες αρνητικού ελέγχου για την 
κάθε εκτροφή. 
Στη συνέχεια, τα εναπομείναντα ανά δεξαμενή ψάρια (n=85) μολύνθηκαν με 
107 ιοσωμάτια/ψάρι διαδερμικά μέσω της πλευρικής γραμμής (2 δεξαμενές-εκτροφή 
με εμπορική τροφή) ή ενδομυϊκά κάτω από το ραχιαίο πτερύγιο (2 δεξαμενές-
εκτροφή με εμπορική τροφή και 2 δεξαμενές-εκτροφή με φαρμακευτική τροφή). Ο ιός 
Noda με τον οποίο έγινε η μόλυνση, απομονώθηκε από τον εγκέφαλο φυσικά 
μολυσμένων λαβρακιών (επιζωοτία 2014, Ν. Ευβοϊκός κόλπος) και ανακτήθηκε από 
επιμολυσμένα SSN-1 κύτταρα που καλλιεργήθηκαν στο εργαστήριο για το σκοπό 
αυτό. 
Ακολούθως, σε επτά προσχεδιασμένα χρονικά σημεία και έως τις 14 ημέρες 
μετά τη μόλυνση (6 και 24 ώρες, 2, 3, 4, 7 και 14 ημέρες) από κάθε δεξαμενή 
εξαιρούνταν 5 ψάρια/χρονικό σημείο και σε κάθε ψάρι γινόταν νεκροτομή, καταγραφή 
των οργανικών αλλοιώσεων, ενώ εξάγονταν ο εγκέφαλος και το πρόσθιο τμήμα του 
νεφρού. Τα δείγματα τοποθετούνταν άμεσα σε υγρό άζωτο (snapfrozen) 
προκειμένου να συγκροτηθούν οι ομάδες ερευνητικού ενδιαφέροντος και να 
κατασκευασθεί η αντίστοιχη προς επεξεργασία τράπεζα βιολογικών δειγμάτων. 
Καθημερινά, επίσης, γινόταν καταγραφή των εμφανιζόμενων συμπτωμάτων και 
θνησιμοτήτων, η οποία αθροιστικά έφτασε περίπου στο 48 και 26% για την εκτροφή 
με εμπορική και φαρμακευτική τροφή, αντίστοιχα.  
2.1.3. Πειραματική μόλυνση 
Για την μόλυνση των λαβρακιών χρησιμοποιήθηκε ένα στέλεχος RGNNV που 
απομονώθηκε από εκτρεφόμενα λαβράκια με σαφή κλινικά συμπτώματα ιογενούς 
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εγκεφαλοπάθειας και αμφιβληστροειδοπάθειας, προερχόμενα από ελληνικές 
υδατοκαλλιέργειες στην περιοχή του Αλιβερίου και του Αστακού. 
Προκειμένου να προσδιοριστεί ο τρόπος εξάπλωσής του ιού στον εγκέφαλο 
και τον αμφιβληστροειδή, επιλέχθηκε να διενεργηθεί πειραματική μόλυνση των 
λαβρακιών με τρόπο που προσομοιάζει στη φυσική οριζόντια μόλυνση του ιού. Έτσι, 
ο ιός RGNNV χορηγήθηκε σε δυο διαφορετικές οδούς που αφορούσαν σημεία, 
ορισμένα εκ των οποίων έχουν θεωρηθεί πιθανά σημεία εισόδου του ιού στον 
οργανισμό των ψαριών.  
Τα σημεία που επιλέχθηκαν για την μόλυνση με τον ιού RGNNV, εκτελέστηκε 
α) η ενδομυϊκή μόλυνση στην ιστική περιοχή κάτω από το ραχιαίο πτερύγιο και β) η 
μόλυνση στο μέσο της πλευρικής γραμμής με τοποθέτηση διηθητικού χαρτιού 
εμποτισμένου με 100 μl υπερκείμενου υγρού κυτταροκαλλιέργειας.  
Α) Στη πειραματική ομάδα που εφαρμόστηκε το πρωτόκολλο ενδομυϊκής 
μόλυνσης, οι ιχθύες αναισθητοποιήθηκαν με 2-φαινοξυαιθανόλη και μολύνθηκαν 
ενδομυϊκά με ζωντανά ιικά σωματίδια που παρήχθηκαν και τιτλοποιήθηκαν in vitro σε 
κυτταρικές σειρές (SSN-1). 
Κάθε άτομο έλαβε ενδομυϊκά 0,5 ml διαλύματος του ιού Noda  σε 
συγκέντρωση 105TCID50/ml. Σε επιπλέον 24 άτομα έγινε έγχυση του ίδιου όγκου 
αποστειρωμένου φυσιολογικού νερού για να αποτελέσουν την ομάδα των μαρτύρων.  
Β) Στη πειραματική ομάδα που εφαρμόστηκε το πρωτόκολλο μόλυνσης με την 
τοποθέτηση διηθητικού χαρτιού εμποτισμένου με 100 μl υπερκείμενου υγρού 
κυτταροκαλλιέργειας, τα ψάρια τοποθετούνταν σε δεξιά πλάγια κατάκλιση και 
παρέμεναν σε επαφή με τον ιό για οχτώ λεπτά. Έπειτα ξεπλένονταν με άφθονο 
τρεχούμενο νερό βρύσης και επανατοποθετούνταν στα ενυδρεία.  
Όλα τα άτομα τοποθετήθηκαν σε δεξαμενές και ανά τακτά χρονικά διαστήματα 
γινόταν συλλογή αίματος (μετά από αναισθητοποίηση) και απομόνωση του ορού, 
από τουλάχιστον 3 άτομα από κάθε ομάδα (μάρτυρες-μολυσμένα). 
2.1.3.1. Καλλιέργεια της κυτταρικής σειράς SSN-1 
Για την παραγωγή μεγάλων ποσοτήτων ιικών σωματιδίων του ιού Νoda in 
vitro, χρησιμοποιήθηκε η μόνιμη κυτταρική σειρά  SSN-1 που προέρχεται από το 
ψάρι του γλυκού νερού Fish - Channa (Ophicephalus striatus), Striped snakehead  
[American Type Culture Collection (ATCC)] και είναι μόνιμα αυτοπολλαπλασιαζόμενη 
διότι παράγει ενδογενή ρετροϊό τύπου C. Τα κύτταρα ανακτήθηκαν με απόψυξη από 
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το υγρό άζωτο με απότομη εμβάπτιση σε υδατόλουτρο με θερμοκρασία 37 °C. 
Επαναιωρήθηκαν σε 5 ml πλήρους θρεπτικού υλικού. Πραγματοποιήθηκε μέτρηση 
του αριθμού των κυττάρων με τη βοήθεια πλάκας malasez  κατόπιν αραίωσης του 
πληθυσμού των κυττάρων  1/10 σε χρωστική trypan blue.  
Σε κάθε φλάσκα 25cm2 διανεμήθηκαν 0,75-0,8 x 106 κύτταρα. Το θρεπτικό 
καλλιεργητικό υλικό που χρησιμοποιήθηκε για την ανάπτυξη των κυττάρων ήταν το 
Leibovitz (L-15). Σε κάθε συσκευασία 500 ml θρεπτικού υλικού Leibovitz προστέθηκε 
5ml αρχικής συγκέντρωσης 0,2Μ L- glutamine, 100μg/ml penicillin και 100 u/ml 
streptomycin. Σε κάθε φλάσκα 25cm2 τοποθετήθηκε θρεπτικό υλικό  Leibovitz με 
10% ορό (fetal bovine serum) και στη συνέχεια ακολούθησε ενοφθαλμισμός με 
κύτταρα (7-8x104/ml). Οι κυτταροκαλλιέργειες επωάστηκαν σε κλίβανο στους 25 °C 
έως ότου σχηματισθεί  70-80% πυκνότητα στον πυθμένα της φλάσκας - χρονικό 
διάστημα περίπου τριών ημερών. 
Ακολούθησε ανακαλλιέργεια των κυττάρων κατά την οποία απορρίφθηκε το 
υπερκείμενο καλλιεργητικό υλικό και στη συνέχεια πραγματοποιήθηκαν 2 πλύσεις με 
διάλυμα PBS. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ενζυμική αποκόλληση των κυττάρων 
με τη βοήθεια διαλύματος θρυψίνης  και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 950 
στροφές για 10 λεπτά, απόρριψη του υπερκείμενου υγρού και επαναιώρηση του 
ιζήματος σε 5ml πλήρους θρεπτικού υλικού. Τέλος, πραγματοποιήθηκε μέτρηση των 
κυττάρων, όπως έχει περιγραφεί παραπάνω και διανεμήθηκαν τα κύτταρα σε νέες 
φλάσκες, με πλήρες θρεπτικό υλικό (0,75 x 106  κύτταρα για 25cm2  φλάσκα η ≈2 x 
106 κύτταρα για 75cm2  φλάσκα). 
Για την επιμόλυνση της κυτταρικής σειράς SSN-1 με τον ιό Noda, από ψάρια 
που έχουν ήδη προσβληθεί απ’ αυτόν, η διαδικασία που ακολουθήθηκε παρατίθεται 
παρακάτω. Ζυγίστηκαν 1-2 gr εγκεφαλικού ιστού και κατόπιν πραγματοποιήθηκε 
ομογενοποίηση αυτού με διάλυμα ΕΜΕΜ με 10% FBS (Fetal Bovine Serum) σε 
αναλογία 10% w/v. Στη συνέχεια διενεργήθηκε φυγοκέντρηση στα 4000g για 15 
λεπτά στους 4 °C και το υπερκείμενο υλικό διήλθε από φίλτρο διαμέτρου 0,22μm.  
Για την επιμόλυνση των κυττάρων SSN-1  με το παραπάνω ομογενοποίημα 
ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο: απόρριψη του θρεπτικού υλικού από την 75cm2 
φλάσκα, προσθήκη 3ml ομογενοποιήματος και 27ml θρεπτικό χωρίς ορό. Επώαση 
της φλάσκας σε κλίβανο στους 26 °C για 1 ώρα και έπειτα προστέθηκαν 15ml 
πλήρους θρεπτικού υλικού. Την 4η -5η ημέρα μετά τη μόλυνση, έγινε συλλογή του 
υπερκειμένου καλλιεργητικού υλικού της φλάσκας. 
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Για την ανάκτηση του ιού από την καλλιέργεια, μετά τη συλλογή του 
υπερκειμένου της φλάσκας που αναφέρθηκε παραπάνω, πραγματοποιείται 
φυγοκέντρηση στις 950 στροφές για 10 λεπτά, για την απομάκρυνση κυτταρικών 
θραυσμάτων. Το υπερκείμενο, όπως είναι γνωστό από την βιβλιογραφία, έχει υψηλή 
περιεκτικότητα σε ιικά σωματίδια, διαμοιράζεται σε μικρότερες ποσότητες και 
φυλάσσεται στους -80 °C για τιτλοποίηση και για οποιαδήποτε περαιτέρω χρήση 
2.1.3.2. Παρασκευή και χορήγηση πειραματικού σιτηρεσίου 
Η παρασκευή της τροφής που ήταν εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο 
πραγματοποιήθηκε ως ακολούθως: Χρησιμοποιήθηκε τροφή εμπορίου κατάλληλη 
για το είδος, η οποία εμπλουτίσθηκε με αιθέριο έλαιο ρίγανης. Πραγματοποιήθηκε 
αραίωση του αιθέριου ελαίου ρίγανης σε ιχθυέλαιο σε αναλογία 1 ή 2 ml αιθέριο έλαιο 
ανά 10 έως και 20 ml ιχθυέλαιο και το μίγμα ενσωματώθηκε στην εμπορική τροφή με 
ισχυρή ανάδευση σε αδιαφανείς πλαστικούς περιέκτες.  
Η παρασκευή της τροφής γινόταν σε εβδομαδιαία βάση. Η ημερήσια 
ποσότητα της τροφής που χορηγούνταν στα ψάρια ανέρχονταν στο 2% του 
σωματικού τους βάρους μια φορά τη μέρα, προκειμένου να επιτευχθεί διατήρηση του 
σωματικού βάρους στα 10 gr καθ’ όλη τη διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας.  
Η χρονική διάρκεια, κατά την οποία τα λαβράκια σιτίστηκαν με τα 
συγκεκριμένα σιτηρέσια ήταν 10 εβδομάδες και αφορούσε στην περίοδο από 
5/7/2013 έως την εφαρμογή της πειραματικής μόλυνσης στις 25/9/2013. 
2.1.4. Πρωτόκολλο δειγματοληψιών 
Μετά τη μόλυνση του πειραματικού πληθυσμού, διενεργήθηκαν 
δειγματοληψίες ιχθύων από όλα τα ενυδρεία σε συγκεκριμένα χρονικά σημεία για τη 
διενέργεια μοριακών αναλύσεων. Τα δείγματα λαμβάνονταν τυχαία από ζωντανά 
(υγιή και νοσούντα) ψάρια.  
Τα χρονικά σημεία (Time Points – TP) των δειγματοληψιών και ο αριθμός των 
συλλεγόμενων ψαριών έγιναν τις ώρες 0, 6, 24, 48, 72, 4 ημέρες, 7 ημέρες και 14 
ημέρες μετά την μόλυνση. Οι οροί που απομονώθηκαν αναλύθηκαν για το ύψος των 
ειδικών αντισωμάτων που παρήχθησαν από τα μολυσμένα λαβράκια 
χρησιμοποιώντας την έμμεση τεχνική ELISA.  
 6 ώρες μετά την μόλυνση έγινε συλλογή βιολογικών δειγμάτων (περιφερικό 
αίμα με αντιπηκτικό, σπλήνας, ήπαρ, κεφαλή πρόνεφρου, οφθαλμού, 
εγκεφάλου και 1,5 cm2 μυϊκού ιστού της περιοχής που χορηγήθηκε ο ιός) 
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και από τις δύο δεξαμενές (n=3/δεξαμενή). Η διαχείριση των δειγμάτων 
περιελάμβανε την ταχεία και άσηπτη εξαγωγή των ιστών και την άμεση 
κατάψυξη τους στους -196°C σε υγρό άζωτο (snap frozen samples) για την 
βέλτιστη διατήρηση των μοριακών, ανοσολογικών και πρωτεϊνικών 
βιοδεικτών που θα αναλύονταν. Επιπλέον, έγινε: 
 Προσδιορισμός αιματοκρίτη και αριθμητική καταμέτρηση λευκών και 
ερυθρών αιμοσφαιρίων περιφερικού αίματος, Εξαγωγή και 
αποθήκευση πλάσματος στους -80 °C. 
 Τοποθέτηση δειγμάτων σε φορμόλη για ανοσο-ιστοπαθολογική 
ανάλυση 
 Λήψη δειγμάτων εγκεφάλου για πρωτεομική ανάλυση 
 Λήψη δειγμάτων για προσδιορισμό ιικού φορτίου  
 Δειγματοληψίες επαναλήφθηκαν με τον ίδιο τρόπο στα παρακάτω 
χρονικά σημεία μετά τη μόλυνση. 
 
 Στις 24 ώρες μετά τη μόλυνση  
 Στις 48 ώρες μετά τη μόλυνση  
 Στις 72 ώρες μετά τη μόλυνση 
 Στις 4 ημέρες μετά τη μόλυνση  
 Στις 7 ημέρες μετά τη μόλυνση  
 Στις 14 ημέρες μετά τη μόλυνση έγινε δειγματοληψία από 12 λαβράκια, 
όπως περιγράφηκε παραπάνω, ενώ τα εναπομείναντα λαβράκια που 
χρησιμοποιούνταν για προσδιορισμό του ποσοστού θνησιμοτήτων 
ευθανατώθηκαν. 
Από κάθε ψάρι συλλεγόταν αίμα, κατόπιν αναισθησίας με Tricaine 
Methanosulfonate, για τον προσδιορισμό σπληνοσωματικών δεικτών, τον 
προσδιορισμό αιματολογικών παραμέτρων και συγκεκριμένα τον προσδιορισμό του 
αιματοκρίτη και τον αριθμό λευκοκυττάρων (WBC) και ερυθροκυττάρων (RBC).  
Τέλος, εξάγονταν με χειρουργικό τρόπο ο οφθαλμός, ο εγκέφαλος και ο 
πρόνεφρος και για την αποφυγή επιμολύνσεων, χρησιμοποιούνταν διαφορετικά 
αποστειρωμένα εργαλεία για την εξαγωγή κάθε οργάνου ανά άτομο.  
Οι ιστοί τοποθετούνταν σε ξεχωριστούς αποστειρωμένους πλαστικούς 
μικροσωλήνες και αποθηκεύονταν άμεσα στους -80 οC, ώστε να καθίσταντο εφικτή η 
βέλτιστη διατήρηση του ιϊκού φορτίου. Στην περίπτωση του αίματος, ο μικροσωλήνας 
περιείχε 50 μl “Lysis buffer 1”. 
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Εκτός των προαναφερόμενων δειγματοληψιών, πραγματοποιήθηκε συλλογή 
λαβρακιών πρόσφατα νεκρών για τη διενέργεια ιστοπαθολογικών εξετάσεων. Τα 
χρονικά σημεία συλλογής τους δεν ήταν καθορισμένα και αφορούσαν την περίοδο 
έναρξης της θνησιμότητας στις πειραματικές ομάδες. Τα εν λόγω ψάρια, 
τοποθετούνταν σε διάλυμα φορμόλης 10%. 
Η συλλογή και αποθήκευση δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με όλες τις 
προδιαγραφές για την παραλαβή βιολογικών δειγμάτων από ιστούς για τον ακριβή 
προσδιορισμό των υπό διερεύνηση αιματολογικών, ορολογικών και ανοσολογικών 
παραμέτρων.  
Τέλος, ελήφθη περιφερικό αίμα με αντιπηκτικό και χωρίς αντιπηκτικό και ιστοί 
εγκεφάλου, πρόσθιου νεφρού και σπλήνα με ταχεία βαθειά ψύξη σε υγρό άζωτο για 
των προγραμματισμένους πειραματισμούς. 
2.1.5.   Απομόνωση ολικού RNA / Κατασκευή τράπεζας 
cDNA από δείγματα προνέφρου 
Τα δείγματα μεταφέρθηκαν στο Εργαστήριο Κυτταρικής Ανοσολογίας του 
Ελληνικού Ινστιτούτου Παστέρ (Hellenic Pasteur Institute), και πραγματοποιήθηκε 
τυχαία επιλογή 72 δειγμάτων πρόνεφρου από όλες τις ομάδες και τις ημέρες των 
δειγματοληψιών για περαιτέρω ανάλυσή τους.  
Από τα δείγματα εξήχθη ολικό RNA και δημιουργήθηκε τράπεζα η οποία 
φυλάσσεται στους -80 °C. Η εξαγωγή του ολικού RNA έγινε με το Nucleospin RNA 
Kit (Macherey-Nagel), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή.  
Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε παρατίθεται παρακάτω:  
Με τη χρήση αποστειρωμένων χειρουργικών εργαλείων, συλλέχθηκε τεμάχιο 
(έως 30mg), από τους παραπάνω πρόνεφρους. Κατόπιν, πραγματοποιήθηκε 
μηχανική ομογενοποίηση του τεμαχίου με το έμβολο σύριγγας 1 ml και προσθήκη 
διαλύματος που περιέχει b-mercaptoethanol για τη λύση των κυττάρων. Tο διάλυμα 
μεταφέρθηκε σε στήλες (μωβ κολώνες) και ακολούθησε φυγοκέντρηση αυτών για τον 
καθαρισμό του και τη μείωση του ιξώδους του διαλύματος. 
Εν συνεχεία, αφού προστέθηκε διάλυμα 70% αιθανόλης, το συνολικό διάλυμα 
μεταφέρθηκε σε άλλες στήλες (γαλάζιες κολώνες) και ακολούθησε φυγοκέντρηση 
αυτών για την απομάκρυνση των προσμίξεων και την προσρόφηση του RNA στη 
μεμβράνη πυριτίου. Πραγματοποιήθηκαν εκπλύσεις της μεμβράνης με τη χρήση 
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διαλυμάτων γουανιδίνης και αιθανόλης για την περαιτέρω απομάκρυνση προσμίξεων 
και προστέθηκε ενζυμικό διάλυμα DNAσης για την αποδόμηση των μορίων DNA.  
Τέλος, πραγματοποιήθηκε έκλουση του RNA με την προσθήκη στις στήλες, 
διαλύματος με υψηλή περιεκτικότητα αλάτων. Ακολούθησε φωτομέτρηση των 72 
δειγμάτων RNA με τη χρήση της τεχνολογίας Nanodrop.  
Ακολούθως διενεργήθηκε μετατροπή του RNA που απομονώθηκε από τα 
δείγματα, σε cDNA, προκειμένου το τελευταίο να χρησιμοποιηθεί στην αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου. Για την παραγωγή cDNA 
χρησιμοποιήθηκε το PrimeScript RT Reagent kit (Taqara), σύμφωνα με τις οδηγίες 
του κατασκευαστή. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 10μl που περιείχε 
το RNA ως στόχο ή ddH2O ως αρνητικό δείγμα ελέγχου, το 5x Prime Script buffer, το 
Prime Script Enzyme Mix I, τα Random Hexamers (100μΜ) και RNAse free dH2O. 
Το πρωτόκολλο της αντίδρασης που εφαρμόστηκε στο θερμικό κυκλοποιητή 
GeneAmp PCR System 9700( Applied Biosystems, Singapore) ήταν: δράση της 
αντίστροφης μεταγραφάσης στους 37°C για 15min και απενεργοποίηση της 
αντίστροφης μεταγραφάσης με θερμικό σοκ στους 85°C για 30sec.  
2.1.6. Real Time PCR 
Η ποσοτική PCR ανιχνεύει σε πραγματικό χρόνο τα προϊόντα σε σημείο όπου 
η αντίδραση βρίσκεται ακόμη στην εκθετική φάση χρησιμοποιώντας την τεχνολογία 
των φθοριζουσών χρωστικών. Συγκεκριμένα, κατά τη διάρκεια της αντίδρασης PCR, 
ένα σήμα ουδού φθορίζουσας χρωστικής καθορίζει το σημείο από το οποίο μπορεί 
να ανιχνευθεί ένα δείγμα. Το σήμα ουδού υπολογίζεται με βάση το σήμα υποβάθρου 
της φθορίζουσας χρωστικής και ο αριθμός των κύκλων PCR που απαιτούνται για να 
παράγουν αρκετό σήμα που θα φθάσει σε αυτό το κατώφλι, χαρακτηρίζεται ως 
κύκλος ουδού (cycle threshold, Ct). Οι τιμές του Ct εξαρτώνται απόλυτα από το 
αρχικό ποσό του δείγματος και είναι η βάση για τον υπολογισμό των DNA 
αντιγράφων ή των επιπέδων έκφρασης του mRNA. 
Κατά την ποσοτική PCR, εκτός  από ποσοτική ανάλυση του προϊόντος, 
γίνεται και ποιοτική ανάλυση με βάση την καμπύλης τήξης (melting curve analysis), 
κατά την οποία οι ειδικές αλληλουχίες μπορούν να χαρακτηριστούν με βάση το 
σημείο τήξης τους (Τm), το οποίο είναι συνάρτηση του μήκους και της αλληλουχίας 
βάσεων του προϊόντος. Το σημείο τήξης είναι μοναδικό για κάθε αλληλουχία και  την 
χαρακτηρίζει. 
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Οι φθορίζουσες χρωστικές (π.χ. SYBR Green ή TaqMan) δεσμεύονται στο 
δίκλωνο DNA. Ειδικά, ο  φθορισμός της χρωστικής SYBR Green ενισχύεται μετά την 
πρόσδεσή της σε δίκλωνο DΝA. Στη φάση της επιμήκυνσης αυξανόμενη ποσότητα 
SYBR Green προσδένεται στο συσσωρευόμενο προϊόν της PCR μετά από κάθε 
κύκλο. 
Απαραίτητα συστατικά για τη διεξαγωγή μιας αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης: 
• DNA εκμαγείο (template DNA) 
• εκκινητές (primers) 
• τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs) 
• Taq DNA πολυμεράση (Taq polymerase) 
• ιόντα μαγνησίου (Mg2+) 
• ισοτονικό διάλυμα αντίδρασης (buffer) 
• υπερκάθαρο νερό (ddH20) 
DNA εκμαγείο 
Το εκμαγείο DNA περιέχει τις αλληλουχίες που θα πολλαπλασιαστούν. Για να 
χρησιμοποιηθεί αποτελεσματικά σε μια αντίδραση PCR θα πρέπει να μην είναι 
κατεστραμμένο (degraded) στην περιοχή ενδιαφέροντος, ώστε να υπάρχει η 
δυνατότητα πολλαπλασιασμού της, και να είναι υψηλής καθαρότητας χωρίς 
φαινόλες, πολυσακχαρίτες, απορρυπαντικά, EDTA ή άλλα χημικά που μπορούν να 
έχουν ανασταλτική δράση για το ένζυμο. 
Η ποσότητα DNA που απαιτείται για μία αντίδραση κυμαίνεται μεταξύ 10 και 
500 ng. Αναλυτικότερα όταν το εκμαγείο DNA βρίσκεται σε πολλά αντίγραφα μέσα 
στο γονιδίωμα η ποσότητα που χρειάζεται για την αντίδραση κυμαίνεται από 10 έως 
100 ng, ενώ όταν ο DNA στόχος είναι μοναδικός ή σε λίγα αντίγραφα τότε η 
ποσότητα κυμαίνεται από 100 έως 500 ng. Όταν η ποσότητα του DNA είναι μεγάλη 
(>1000 ng), υπάρχει πιθανότητα να δημιουργηθούν προϊόντα που δεν αντιστοιχούν 
στον επιθυμητό στόχο DNA (non-specific amplification products). 
Εκκινητές 
Οι εκκινητές (primers) είναι μικρές συνθετικές ολιγονουκλεοτιδικές 
αλληλουχίες που σχεδιάζονται βάσει της αλληλουχίας της περιοχής που πρόκειται να 
πολλαπλασιαστεί και το μήκος τους κυμαίνεται μεταξύ 15-20 ζεύγη βάσεων. Σε κάθε 
αντίδραση PCR, απαιτείται ένας ανοδικός (upstream) και ένας καθοδικός 
(downstream) εκκινητής. Μετά το βήμα της αποδιάταξης του DNA εκμαγείου και τη 
μείωση της θερμοκρασίας, οι εκκινητές προσδένονται στις δυο αλυσίδες του DNΑ και 
πλέον αποτελούν το σημείο έναρξης για τη λειτουργία της πολυµεράσης (εικόνα 5). 
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Επιπλέον ορίζουν τη περιοχή του DNA εκμαγείου που θα ενισχυθεί (αλληλουχία 
συμπληρωματική µε τα άκρα της πολλαπλασιαζόμενης περιοχής). Όταν η 
συγκέντρωσή τους είναι πολύ υψηλή, αυξάνεται η πιθανότητα να δημιουργηθούν μη 
ομόλογοι (τυχαίοι) υβριδισμοί μεταξύ εκκινητή και DNA, με αποτέλεσμα τη 
δημιουργία DNA τμημάτων που δεν αντιστοιχούν στα αναμενόμενα προϊόντα. 
Για το σχεδιασμό των δύο εκκινητών μιας αντίδρασης PCR πρέπει να 
λαμβάνουμε υπόψη τα παρακάτω: 
α. οι αλληλουχίες τους δεν πρέπει να είναι συμπληρωματικές μεταξύ τους, ειδικά στο 
3΄ άκρο. 
β. οι αλληλουχίες τους πρέπει να έχουν παρόμοια περιεκτικότητα σε G και C 
νουκλεοτίδια, ώστε οι Tm θερμοκρασίες τους (melting temperature) να μην 
διαφέρουν σημαντικά, 
γ. η αλληλουχία του κάθε εκκινητή δεν πρέπει να περιλαμβάνει περιοχές 
συμπληρωματικές, γιατί κατά την διάρκεια της αναδιάταξης δημιουργούνται δομές 
φουρκέτας (hair-pins linker) 
Θερµοκρασία Τήξης (Tm): Είναι η θερμοκρασία κατά την οποία το 50% των µορίων 
του DNA είναι σε δίκλωνη µορφή. Εξαρτάται κυρίως από τη σύσταση της 
αλληλουχίας του DNA. Υψηλότερη περιεκτικότητα σε G+C έχει ως αποτέλεσμα το 
σχηματισμό περισσοτέρων δεσμών Η άρα υψηλότερο Tm. Η μέθοδος υπολογισμού 
της Tm για  ολιγονουκλεοτίδια ≤ 20 βάσεις βασίζεται στον εξής τύπο:  
Tm = (A+T) x2o C + (G+C) x4o C 
Εργαλεία σχεδιασμού εκκινητών: Ο σχεδιασμός και η επιλογή της αλληλουχίας των 
εκκινητών είναι αρκετά πολύπλοκος και ως εκ τούτου πραγματοποιείται µέσω 
υπολογιστικών προγραμμάτων. Όλες οι παραπάνω παράμετροι είναι καθορισμένες 
και κωδικοποιημένες τόσο σε εντολές προγραμμάτων on-line όσο και σε λογισμικά 
υπολογιστών. Ορισμένα ενδεικτικά λογισμικά είναι: 
• Primer3: www primer tool: 
http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi  
• GeneFisher – Interactive PCR Primer Design: http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/genefisher2/  
• Primer3Plus: http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi  
• OligoCalc: http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html  
• NCBI Primer BLAST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/  
• Oligo.net: http://www.oligo.net/ 
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• Beacon Designer™: 
http://www.premierbiosoft.com/molecular_beacons/index.html 
• ORFprimer: http://www.proteinstrukturfabrik.de/ORFprimer 
Τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια 
Τα τέσσερα τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια, dATP, dTTP, dCTP και dGTP, 
είναι απαραίτητα για τη σύνθεση της συμπληρωματικής αλυσίδας κατά την διάρκεια 
του πολυμερισμού. Είναι σημαντικό τα δεοξυνουκλεοτίδια να βρίσκονται σε ίση 
συγκέντρωση μεταξύ τους για να μην γίνονται λάθη κατά την αντιγραφή του DNA 
εκμαγείου. 
DNA πολυμεράση 
Η Taq DNA πολυμεράση έχει απομονωθεί από βακτήρια (Thermus 
aquaticus) που ζουν σε περιβάλλον με υψηλή θερμοκρασία (θερμοπίδακες) και είναι 
πολυμεράση τύπου Ι με 5΄- 3΄ εξωνουκλεϊκή δράση. Η ιδανική θερμοκρασία για την 
δράση της είναι 55-75 °C (pH 8,2 - 9,0) και ο χρόνος ημιζωής της είναι 50 κύκλοι 
στους 95 °C. Εκτός της Taq πολυμεράσης, έχουν απομονωθεί πολυμεράσες και από 
άλλα θερμόφιλα βακτήρια, όπως τα Thermus thermophilus, Thermotogamaritima και 
το Bacillus stereothermophilus. Οι πολυμεράσες έχουν πιθανότητα λάθους κατά την 
αντιγραφή του στόχου DNA. Η ακρίβεια αντιγραφής εξαρτάται από την πολυμεράση 
αλλά και από τις συνθήκες της αντίδρασης (συγκέντρωση dNTPs και ιόντων 
μαγνησίου, pH, θερμοκρασία). 
Ιόντα μαγνησίου 
Η συγκέντρωση των ιόντων μαγνησίου, που συνήθως προέρχονται από την 
προσθήκη χλωριούχου μαγνησίου, επηρεάζει τον υβριδισμό του εκκινητή, τη 
θερμοκρασία αποδιάταξης του DNA και των PCR προϊόντων, τη δημιουργία διμερών 
εκκινητών, την εξειδίκευση των προϊόντων, τη δραστικότητα και πιστότητα της 
πολυμεράσης. Προϊόντα που δεν αντιστοιχούν στην αλληλουχία του στόχου DNA 
μπορούν να παραχθούν όταν η συγκέντρωση Mg2+ είναι υψηλή. Τα προϊόντα αυτά 
προκύπτουν γιατί το Mg2+ μπορεί να σταθεροποιεί το δίκλωνο DNA, με αποτέλεσμα 
να έχουμε τυχαίες προσκολλήσεις εκκινητών σε μη ομόλογα τμήματα του DNA.  
Αντίθετα, η χαμηλή συγκέντρωση μειώνει την απόδοση της PCR, γιατί το 
Mg2+, δρα ως συνένζυμο της πολυμεράσης και είναι απαραίτητο για την λειτουργία 
της. Η συγκέντρωση του χλωριούχου μαγνησίου πρέπει να είναι 0.5-2.5 mM. Η 
παρουσία EDTA ή άλλων χηλικών παραγόντων που δεσμεύουν Mg2+ στο διάλυμα 
των εκκινητών ή στο DNA μπορεί να διαφοροποιήσει τη συγκέντρωση του 
μαγνησίου. 
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2.1.7. Ανάπτυξη ποσοτικής PCR αντίστροφης 
μεταγραφής (qRT-PCR) για την ανίχνευση 
ανοσολογικών γονιδίων 
Για τη βελτιστοποίηση των παραμέτρων της αντίδρασης χρησιμοποιήθηκε το 
KAPA SYBR FAST qPCR kit (KAPA Biosystems), σύμφωνα με τις οδηγίες του 
κατασκευαστή. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 25 μl που περιείχε 
cDNA ως στόχο ή ddH2O  ως αρνητικό δείγμα ελέγχου, KAPA SYBR FAST qPCR 
Master Mix (2x), τους παραπάνω εκκινητές (400 nM) και dH2O. Οι αντιδράσεις 
πραγματοποιήθηκαν στο θερμικό κυκλοποιητή SaCycler-96 RUO (Sacace 
Biotechnologies S.r.l.Como, Italy).  
Κάθε κύκλος αποτελείται απο: 
Ι. Αποδιάταξη του DNA με θέρμανση σε θερμοκρασία των 95 °C (denaturation step). 
Υπολογίζεται ότι για την αποδιάταξη DNA μεγέθους 1 kb χρειάζονται περίπου 45 
δευτερόλεπτα στους 95 °C. 
ΙΙ. Υβριδοποίηση ή αναδιάταξη (annealing step) των εκκινητών στο DNA εκμαγείο. Η 
θερμοκρασία υβριδοποίησης εξαρτάται από το μήκος του εκκινητή και την 
περιεκτικότητά του σε γουανίνη (G) και κυτοσίνη (C). Η ιδανική θερμοκρασία 
υβριδοποίησης εκκινητή/στόχου DNA διαφέρει από την υπολογισμένη Tm (melting 
temperature) τιμή, ακόμη και όταν οι δύο εκκινητές έχουν την ίδια Tm.  
Εάν η θερμοκρασία υβριδοποίησης είναι πολύ υψηλή οι εκκινητές και το  DNA 
εκμαγείο παραμένουν διαχωρισμένα (δεν υπάρχει υβριδοποίηση), αντίθετα αν η 
θερμοκρασία είναι πολύ χαμηλή τότε οι εκκινητές υβριδοποιούνται σε DNA 
αλληλουχίες χωρίς να υπάρχει 100% ομολογία μεταξύ τους. Σαν αποτέλεσμα, μετά 
την ολοκλήρωση της αντίδρασης, υπάρχουν προϊόντα που έχουν πολλαπλασιαστεί 
και δεν αντιστοιχούν στο επιθυμητό DNA. Ο χρόνος επώασης στη θερμοκρασία 
υβριδοποίησης είναι από 30 sec έως 1 min.  
ΙΙΙ. Επιμήκυνση ή πολυμερισμός των σχηματιζόμενων προϊόντων (extension step). 
Σε αυτό το βήμα η πολυμεράση συνθέτει την συμπληρωματική αλυσίδα του στόχου 
DNA, με κατεύθυνση από το 5΄ άκρο προς το 3΄ άκρο. Η ταχύτητα επιμήκυνσης είναι 
35-70 νουκλεοτίδια/δευτερόλεπτο. Για περιοχή στόχο περίπου 1kb αρκεί 1 λεπτό 
στους 72 °C. 
Τα τρία αυτά βήματα επαναλαμβάνονται 45 φορές (εικόνα 9), με αποτέλεσμα 
η DNA αλληλουχία στόχος να πολλαπλασιάζεται εκθετικά. 
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Πριν από την κυκλική θερμική διαδικασία που περιγράφτηκε, το αρχικό δείγμα 
DNA υποβάλλεται σε επώαση σε θερμοκρασία 95 °C για 45 δευτερόλεπτα, ώστε να 
επιτευχθεί η πλήρης αποδιάταξη και η εξάλειψη των δευτερογενών δομών του DNA. 
Επίσης, μετά τον τελευταίο κύκλο της αντίδρασης, η θερμοκρασία διατηρείται στους 
72 °C για 45 δευτερόλεπτα για την ολοκλήρωση της επιμήκυνσης σε προϊόντα που η 
διαδικασία αντιγραφής έχει μείνει ημιτελής. Με την ολοκλήρωση του προγράμματος η 
θερμοκρασία ρυθμίζεται στους 10 °C (holding), ώστε να σταματήσει η αντίδραση και 
να διατηρηθούν τα δείγματα. 
2.1.8. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτές αγαρόζης 
Η τεχνική της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης χρησιμοποιείται ευρύτατα 
στο διαχωρισμό πρωτεϊνών του ορού, ισοενζύμων (LDH,CK, ALP, αιμοσφαιρινών 
κ.α.), κλασμάτων λιποπρωτεϊνών και νουκλεϊνικών οξέων (DNA, RNA). 
Η πηκτή αγαρόζης ως ηλεκτροφορητικό υλικό αποτελείται από πυκνό δίκτυο 
ουδέτερων πολυσακχαριτών (επαναλαμβανομένων μονάδων αγαρόζης), των οποίων 
οι αλυσίδες σχηματίζουν πόρους κατά το σχηματισμό της πηκτής. Το διάλυμα 
αγαρόζης σε θερμοκρασία ~100 C πολυμερίζεται δημιουργώντας ένα κολλοειδές 
διάλυμα που πήζει σε θερμοκρασία μικρότερη των 45 °C. 
 Η πηκτή αγαρόζης, λόγω των μεγάλων πόρων που σχηματίζονται κατά τον 
πολυμερισμό, αποτελεί ένα ικανοποιητικό ηλεκτροφορητικό υλικό που δεν εμποδίζει 
στερεοχημικά την ελεύθερη μετακίνηση των βιομακρομορίων. Το DNA σε ουδέτερο 
pH, είναι αρνητικά φορτισμένο, λόγω των φωσφορικών ομάδων του, επομένως τα 
μόρια DNA μετακινούνται, κατά την ηλεκτροφόρηση προς την κάθοδο, με ταχύτητα 
αντιστρόφως ανάλογη του λογάριθμου του αριθμού των βάσεών τους. Τα μικρότερα 
μόρια DNA, μετακινούνται μέσα στο πήκτωμα πιο γρήγορα από τα μεγαλύτερα κι έτσι 
επιτυγχάνεται ο διαχωρισμός μορίων διαφορετικού μεγέθους.  
Επειδή το πήκτωμα εμποδίζει την τυχαία διάχυση των μορίων, τα μόρια 
διαφορετικού μήκους διαχωρίζονται σε ζώνες και γίνονται ορατά με βρωμιούχο 
αιθίδιο. Έτσι, μπορεί να ανιχνευθεί ακόμα και ποσότητα 1 ng DNA με άμεση εξέταση 
του πηκτώματος κατόπιν διέγερσης από U.V. ακτινοβολία. 
Τα πηκτώματα αγαρόζης έχουν μικρότερη διαχωριστική ικανότητα από τα 
πηκτώματα πολυακρυλαμιδίου, έχουν, όμως, μεγαλύτερο εύρος διαχωρισμού. 
Πηκτώματα αγαρόζης διαφορετικών συγκεντρώσεων μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
για το διαχωρισμό τμημάτων DNA μήκους 200 bp - 50 Kb.  
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Για την επιβεβαίωση της παρουσίας προϊόντων των διεξαγόμενων PCR 
πραγματικού χρόνου πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πηκτές αγαρόζης 2% 
w/v στα 120 DC Volt για 60 λεπτά. Οι πηκτές παρασκευάστηκαν μετά από διάλυση 
αγαρόζης σε 100 ml υδατικού διαλύματος TBE buffer 1×. To διάλυμα αυτό 
αποτελείται από Tris Base 54 gr, βορικό νάτριο 27,5 gr, αποσταγμένο νερό 480 ml, 
20 ml EDTA για 0,5 Lt νερό, PH 8. Στην πηκτή προστέθηκαν 2,5 μl βρωμιούχο 
αιθίδιο (EtBr) για τη σήμανση των νουκλεϊκών οξέων. 
Παράλληλα στα δείγματα προστέθηκαν 2 μl χρωστικής Loading Dye 6× η 
οποία περιέχει 25 mg Bromophenol blue, 3 ml glycerol, 7 ml δις απεσταγμένο νερό, 
pH 8 και για τη σύγκριση του μεγέθους του DNA, ηλεκτροφορήθηκε και το πρότυπο 
μίγμα μοριακών βάσων του DNA, 100 bp DNA Ladder RTU (Nippon Genetics, 
Europe GmbH). Το μείγμα αυτό αποτελείται από 11 θραύσματα DNA με μοριακά 
βάρη από 100 έως 1500 ζεύγη βάσεων: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 
1000 και 1500 ζεύγη βάσεων. Επίσης ηλεκτροφορήθηκε και ένα δεύτερο πρότυπο 
μίγμα μοριακών βάσεων του DNA,  φΧ 174 RF DNA/Hae III Digest (HT 
Biotechnology LTD, Cambridge) με 11 θραύσματα DNA με μοριακά βάρη από 72 
έως 1353 ζεύγη βάσεων: 72, 118, 194, 234, 271, 281, 310, 603, 872, 1087, και 1353 
ζεύγη βάσεων. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, οι πηκτές φωτογραφήθηκαν με 
ψηφιακή μηχανή (Alphalmager) κάτω από λάμπα UV. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3Ο – 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1.    ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΚΑΙ ΒΕΛΤΙΣΤΟΠΟΙΗΣΗ RT–qPCRs 
ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ 
 
Σχετικά με την επίπτωση της πειραματικής μόλυνσης του λαβρακιού με τον ιό 
Noda στην ικανότητα φαγοκυττάρωσης και αντιγονικής διέγερσης των Τ 
λεμφοκυττάρων των μολυσμένων λαβρακιών, και για την εξαγωγή ασφαλέστερων 
συμπερασμάτων από τις πειραματικές προσεγγίσεις του έργου, αποφασίστηκε η 
αναβάθμιση των αρχικώς προτεινόμενων κυτταρικών τεχνικών και η αντικατάστασή 
τους με σύγχρονες μοριακές μεθόδους. Οι μοριακές μέθοδοι είναι σαφώς πιο 
ευαίσθητες και μπορούν να εφαρμοσθούν με απόλυτη ασφάλεια σε βιολογικά 
δείγματα που λαμβάνονται μακριά από τον εργαστηριακό χώρο επεξεργασίας τους. 
Έτσι, για τον προσδιορισμό συγκεκριμένων δεικτών της φυσικής 
(φαγοκυττάρωση) ανοσίας και διαλυτών μεσολαβητών της χυμικής ανοσίας του 
λαβρακιού, κρίθηκε απαραίτητη η ανάπτυξη ποσοτικών PCR πραγματικού χρόνου. 
Για το σκοπό αυτό, επιλέχθηκαν γονίδια που σχετίζονται με τη χυμική ανοσία (IgM) 
και τη διακυτταρική επικοινωνία των μακροφάγων με τα κύτταρα του ανοσολογικού 
συστήματος κατά τις αντιδράσεις της έμφυτης ανοσίας (IL-10 και TGF-β). Ως γονίδια 
αναφοράς επιλέχθηκαν τα γονίδια της β-ακτίνης ή του Rsp18 καθώς επίσης, 
επιλέχθηκαν γονίδια που σχετίζονται με τον κλωνικό πολλαπλασιασμό και την 
αντιγονική διέγερση των Τ κυττάρων (TCRβ, CD4 και CD8b). Ως γονίδια αναφοράς 
επιλέχθηκαν τα γονίδια της β-ακτίνης ή του Rsp18. 
Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος σχετικής 
ποσοτικοποίησης και ως γονίδιο αναφοράς έχει επιλεγεί η β-ακτίνη, όπως 
προαναφέρθηκε. Για τη σχετική ποσοτικοποίηση χρησιμοποιήθηκε η φθορίζουσα 
χρωστική SYBR Green, η οποία παρεμβάλλεται στις βάσεις δίκλωνου DNA και ο 
φθορισμός που εκπέμπεται από το σύμπλοκο χρωστικής-δίκλωνου DNA, είναι πολύ 
μεγαλύτερος από το φθορισμό από της χρωστικής απουσία DNA, επιτρέποντας την 
ανίχνευση της αλληλουχίας στόχου.  
Για να αξιολογηθεί η αναπτυσσόμενη μέθοδος χρησιμοποιήθηκε πρότυπη 
καμπύλη αναφοράς (Standard Curve). Για τη δημιουργία αυτής της καμπύλης, 
επιλέχθηκαν γνωστές συγκεντρώσεις του γονιδίου-στόχου. Μετά το τέλος της 
αντίδρασης, η καμπύλη αναφοράς εμφανίστηκε σε γράφημα ως μια ευθεία γραμμή 
που εκφράζει, για κάθε αραίωση, τον αριθμό αντιγράφων ο οποίος αντιστοιχεί σε 
γνωστή συγκέντρωση γονιδίου σε συνάρτηση με την τιμή του κύκλου ουδού (Ct). 
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Ο συντελεστής συσχέτισης (Correlation coefficient, R2) αποτελεί ένα μέτρο 
του πόσο καλά ταιριάζουν τα δεδομένα στην καμπύλη αναφοράς. Επί της ουσίας, η 
τιμή του R2 εκφράζει την γραμμικότητα της καμπύλης και στην ιδανική περίπτωση 
είναι R2=1, ενώ στην πραγματικότητα η μέγιστη τιμή του είναι 0,999.  
Η αποτελεσματικότητα (Efficiency, E) της ποσοτικής PCR πρέπει να είναι όσο 
πιο κοντά γίνεται στο 100%, για την εξασφάλιση αξιόπιστων αποτελεσμάτων. Αυτό 
επιτυγχάνεται, όταν η τιμή της κλίσης (slope) της πρότυπης καμπύλης ισούται με -
3.32, σύμφωνα με την εξίσωση: 
Efficiency=10(-1/slope)-1 
Η ιδανική τιμή E=100% δείχνει ότι το γονίδιο-στόχος διπλασιάζεται μετά από 
κάθε κύκλο, κατά τη διάρκεια της εκθετικής φάσης της αντίδρασης. Κάποιοι 
παράγοντες που μπορεί να επηρεάσουν αρνητικά την αποτελεσματικότητα (Ε<90%) 
είναι η χρήση μη κατάλληλων συγκεντρώσεων των αντιδραστηρίων, η ποιότητα του 
ενζύμου, καθώς και η ίδια η δυναμική της αντίδρασης. Τιμές Ε μεταξύ 90-110% που 
αντιστοιχούν σε τιμές κλίσης από -3,58 έως -3,10 υποδεικνύουν μια καλή αντίδραση. 
Μια ακόμη δυνατότητα της Real-time PCR είναι η κατασκευή της καμπύλης 
αποδιάταξης (Melting curve), με την οποία μπορεί να γίνει αξιολόγηση των 
προϊόντων της αντίδρασης, εάν δηλαδή πρόκειται για τα επιθυμητά προϊόντα ή όχι. Η 
κατασκευή αυτής της καμπύλης βασίζεται στη θερμοκρασία αποδιάταξης (Melting 
temperature, Tm) των προϊόντων της αντίδρασης. Η Tm είναι η θερμοκρασία στην 
οποία αποδιατάσσεται το κάθε τμήμα DNA και εξαρτάται από το μέγεθός του. Γίνεται, 
λοιπόν, φανερό ότι κάθε τμήμα γονιδίου έχει τη δική του θερμοκρασία αποδιάταξης. 
Τα προϊόντα της PCR πρέπει να έχουν την ίδια Tm, εκτός εάν υπάρχει επιμόλυνση ή 
τμήματα που προέρχονται από ένωση μεταξύ των εκκινητών (primer-dimers).  
3.1.2.  Απομόνωση ολικού RNA / Κατασκευή τράπεζας 
cDNA από δείγματα προνέφρου (Head Kidney) / 
Θνησιμότητες / Προσδιορισμός ιικού φορτίου 
Πραγματοποιήθηκε τυχαία επιλογή 24 δειγμάτων πρόνεφρου από όλες τις 
ομάδες των μολυσμένων λαβρακιών και σε όλες τις προκαθορισμένες ημέρες των 
δειγματοληψιών για περαιτέρω ανάλυσή τους. Από τα δείγματα εξήχθη ολικό RNA 
και δημιουργήθηκε τράπεζα η οποία φυλάσσεται στους  -80 °C. Η εξαγωγή του 
ολικού RNA έγινε με το Nucleospin RNA Kit (Macherey-Nagel), σύμφωνα με τις 
οδηγίες του κατασκευαστή. Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε παρατίθεται 
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παρακάτω: με τη χρήση αποστειρωμένων χειρουργικών εργαλείων, συλλέχθηκε 
τεμάχιο (έως 30mg), από τους παραπάνω πρόνεφρους, τα βάρη των οποίων 
φαίνονται στον Πίνακα 8.  
Κατόπιν, πραγματοποίηθηκε μηχανική ομογενοποίηση του τεμαχίου με το 
έμβολο σύριγγας 1 ml και προσθήκη διαλύματος που περιέχει b-mercaptoethanol για 
τη λύση των κυττάρων. Tο διάλυμα μεταφέρθηκε σε στήλες (μωβ κολώνες) και 
ακολούθησε φυγοκέντρηση αυτών για τον καθαρισμό του και τη μείωση του ιξώδους 
του διαλύματος. Εν συνεχεία, αφού προστέθηκε διάλυμα 70% αιθανόλης, το 
συνολικό διάλυμα μεταφέρθηκε σε άλλες στήλες (γαλάζιες κολώνες) και ακολούθησε 
φυγοκέντρηση αυτών για την απομάκρυνση των προσμίξεων και την προσρόφηση 
του RNA στη μεμβράνη πυριτίου. Πραγματοποιήθηκαν εκπλύσεις της μεμβράνης με 
τη χρήση διαλυμάτων γουανιδίνης και αιθανόλης για την περαιτέρω απομάκρυνση 
προσμίξεων. Προστέθηκε ενζυμικό διάλυμα DNAσης για την αποδόμηση των μορίων 
DNA. Τέλος, πραγματοποιήθηκε έκλουση του RNA με την προσθήκη στις στήλες, 
διαλύματος με υψηλή περιεκτικότητα αλάτων. Ακολούθησε φωτομέτρηση των 24 
δειγμάτων RNA με τη χρήση της τεχνολογίας Nanodrop, τα αποτελέσματα της οποίας 
παρατίθενται στον Πίνακα 8. 
Πίνακας 8. Βάρος τεμαχίων προνέφρου και συγκεντρώσεις δειγμάτων RNA 
α/α Δείγμα Βάρος προνεφρικού 
τεμαχίου (mgr) 
Συγκέντρωση 
RNA (ng/μl) 
A260/280 
 
1  CTR1 8,5 152,5 2,11 
2 CTR2 21 326 2,15 
3 CTR3 23,8 172 2,12 
4 Inf 6h 2Θ4 10,5 209,3 2,15 
5 Inf 6h 2Γ4 10,9 136,6 2,13 
6 Inf 6h 2Γ3 14,4 97,9 2,09 
7 Inf 24h 2Θ4 18,1 350,3 2,16 
8 Inf 24h 1Θ4 11,1 195,7 2,15 
9 Inf 24h 1Γ3 15,8 258,6 2,16 
10 Inf 48h 2Θ4 16 450 2,15 
11 Inf 48h 1Γ3 11,5 343,7 2,15 
12 Inf 48h 2Γ3 13,5 305,6 2,16 
13 Inf 72h 1Γ3 13,5 438,5 2,16 
14 Inf 72h 2Γ3 17,7 804 2,12 
15 Inf 72h 2Θ4 13,6 370,1 2,16 
16* Inf 4d 1Θ4 12,2 674,4 2,11 
17* Inf 4d 1Γ3 10,6 530,5 2,08 
18* Inf 4d 2Γ4 20 800,5 2,12 
19* Inf 7d 2Γ4 5,1 199,1 2,15 
20* Inf 7d 1Γ4 7,9 258,4 2,17 
21* Inf 7d 1Γ3 7,6 313,4 2,16 
22* Inf 14d 6Γ3 8 307,5 2,16 
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23* Inf 14d 1Γ3 7,5 286,2 2,16 
24* Inf 14d 4Γ3 9,7 48,1 2,16 
Ακολούθως διενεργήθηκε μετατροπή του RNA που απομονώθηκε από τα 
δείγματα, σε cDNA, προκειμένου το τελευταίο να χρησιμοποιηθεί στην αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου. Για την παραγωγή cDNA 
χρησιμοποιήθηκε το PrimeScript RT Reagent kit (Taqara), σύμφωνα με τις οδηγίες 
του κατασκευαστή. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 10μl που περιείχε 
το RNA ως στόχο ή ddH2O ως αρνητικό δείγμα ελέγχου, το 5x Prime Script buffer, το 
Prime Script Enzyme Mix I, τα Random Hexamers (100μΜ) και RNAse free dH2O. 
Το πρωτόκολλο της αντίδρασης που εφαρμόστηκε στο θερμικό κυκλοποιητή 
GeneAmp PCR System 9700( Applied Biosystems, Singapore) ήταν: δράση της 
αντίστροφης μεταγραφάσης στους 37°C για 15min και  απενεργοποίηση της 
αντίστροφης μεταγραφάσης με θερμικό σοκ στους 85°C για 30sec.  
Θνησιμότητα 
Η θνησιμότητα των λαβρακιών από την ημέρα της μόλυνσης μέχρι και την 
13η ημέρα περιγράφεται στον πίνακα 9. Σε σχέση με την έναρξη και την εξέλιξη της 
θνησιμότητας παρατηρήθηκε ότι ξεκίνησε από την δεύτερη ημέρα μετά τη μόλυνση 
με τον ιό και εξελίχθηκε όπως αναφέρεται και στη διεθνή βιβλιογραφία με τις μέγιστες 
τιμές την 6η και 7η ημέρα μετά τη μόλυνση. Το τελικό ποσοστό θνησιμότητας των 
λαβρακιών έως και την 13η ημέρα του πειραματισμού σε σχέση με τον αρχικό τους 
πληθυσμό τη στιγμή της μόλυνσης ήταν 44% (Πίνακας 10). 
Ημέρες Αριθμός νεκρών 
ψαριών 
1 ημέρα   
2 ημέρα 1 
3 ημέρα 2 
4 ημέρα   
5 ημέρα 4 
6 ημέρα 14 
7 ημέρα 15 
8 ημέρα 6 
9 ημέρα 3 
10 ημέρα   
11 ημέρα   
12 ημέρα 1 
13 ημέρα   
14 ημέρα   
ΣΥΝΟΛΟ 46 
Πίνακας 9. Αριθμός νεκρών ψαριών ανά ημέρα 
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Εικόνα 10. Εξέλιξη της θνησιμότητας 
 
Ποσοτικός προσδιορισμός  του ιικού φορτίου 
Στα γραφήματα 6, 7, 8, 9 που ακολουθούν φαίνονται οι τίτλοι του ιού που 
απομονώθηκαν από τους διάφορους ιστούς εκφρασμένοι σε log10 στις διαφορετικές 
δειγματοληψίες που διενεργήθηκαν. 
 
Γράφημα 6 Τίτλοι του ιού noda σε ομαδοποιημένα δείγματα εγκεφάλου των λαβρακιών εκφρασμένοι σε 
log10  (απόδοση τίτλου σε ολόκληρο τον ιστό) 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
110 
 
 
Γράφημα 7. Τίτλοι του ιού noda σε ομαδοποιημένα δείγματα νωτιαίου μυελού των λαβρακιών 
εκφρασμένοι σε log10 (απόδοση τίτλου σε ολόκληρο τον ιστό)  
 
 
Γράφημα 8. Τίτλοι του ιού noda σε ομαδοποιημένα δείγματα οφθαλμού των λαβρακιών εκφρασμένοι σε 
log10 (απόδοση τίτλου σε ολόκληρο τον ιστό)  
 
 
Γράφημα 9. Τίτλοι του ιού noda σε ομαδοποιημένα δείγματα αίματος των λαβρακιών εκφρασμένοι σε 
log10 (απόδοση τίτλου σε 10μl αίματος)   
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3.1.2.  qPCR’s για τη χυμική ανοσία του λαβρακιού 
Για τον προσδιορισμό συγκεκριμένων δεικτών της φυσικής (φαγοκυττάρωση) 
ανοσίας και διαλυτών μεσολαβητών της χυμικής ανοσίας του λαβρακιού, κρίθηκε 
απαραίτητη η ανάπτυξη ποσοτικών PCR πραγματικού χρόνου. Για το σκοπό αυτό, 
επιλέχθηκαν γονίδια που σχετίζονται με τη χυμική ανοσία (IgM) και τη διακυτταρική 
επικοινωνία των μακροφάγων με τα κύτταρα του ανοσολογικού συστήματος κατά τις 
αντιδράσεις της έμφυτης ανοσίας (IL-10 και TGF-β). Ως γονίδια αναφοράς 
επιλέχθηκαν τα γονίδια της β-ακτίνης ή του Rsp18. 
Έπειτα από βιβλιογραφική ανασκόπηση, προσδιορίστηκε το σύνολο των 
ανοσολογικών γονιδίων και των γονιδίων αναφοράς που θα μπορούσαν να 
διερευνηθούν. Τα γονίδια αυτά ήταν τα εξής: IL-10, TGF-beta και IgM με τη β-ακτίνη 
ως γονίδιο αναφοράς.  
Στον Πίνακα 11 παρουσιάζεται η ακολουθία των εκκινητών που 
χρησιμοποιήθηκαν για την ανάπτυξη των qRT-PCRs.  
 
Πίνακας 11. Αλληλουχία εκκινητών για τα ανοσολογικά γονίδια και τα γονίδια αναφοράς 
Προκειμένου να προσδιοριστούν οι βέλτιστες συνθήκες για την ανάλυση 
δειγμάτων με ποσοτική PCR, κρίθηκε απαραίτητη η διεξαγωγή μελέτης 
βελτιστοποίησης των συνθηκών της αντίδρασης για κάθε γονίδιο. Κριτήριο για την 
επιλογή της βέλτιστης θερμοκρασίας υβριδοποίησης και της βέλτιστης συγκέντρωσης 
των εκκινητών ήταν ο συνδυασμός απουσίας μη ειδικών προϊόντων και χαμηλότερου 
κύκλου ουδού (Ct). Για να εξακριβωθεί η απουσία παραπροϊόντων, μετά την 
ολοκλήρωση κάθε αντίδρασης qPCR πραγματοποιήθηκαν ηλεκτροφορήσεις των 
προϊόντων σε πηκτή αγαρόζης. 
Για το γονίδιο της ιντερλευκίνης 10 (IL-10) (μέγεθος ειδικού προϊόντος PCR: 
164 bp), η βέλτιστη θερμοκρασία για την πρόσδεση των εκκινητών προσδιορίστηκε 
στους 60 C, ενώ η βέλτιστη συγκέντρωση εκκινητών είναι 2 μΜ. Όπως 
προηγουμένως, η μελέτη για τη χάραξη πρότυπης καμπύλης πραγματοποιήθηκε σε 
εύρος συγκεντρώσεων cDNA: 5 ng/μl, 1 ng/μl, 0.2 ng/μl,, 0.04 ng/μl, 0.08 ng/μl  και 
0.0016 ng/μl, 0.00032 ng/μl, 0.000064 ng/μl, 0.0000128 ng/μl. 
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Για το γονίδιο της TGF-b (μέγεθος ειδικού προϊόντος PCR: 225 bp), η 
βέλτιστη θερμοκρασία για την πρόσδεση των εκκινητών προσδιορίστηκε στους 61.4 
C, ενώ η βέλτιστη συγκέντρωση εκκινητών είναι 200/100 μΜ. Όπως προηγουμένως, 
η μελέτη για τη χάραξη πρότυπης καμπύλης πραγματοποιήθηκε σε εύρος 
συγκεντρώσεων cDNA: 5ng/μl, 1 ng/μl, 0.2 ng/μl,, 0.04 ng/μl, 0.08 ng/μl  και 0.0016 
ng/μl, 0.00032 ng/μl, 0.000064 ng/μl ,0.0000128 ng/μl 
Για το γονίδιο της ανοσοσφαιρίνης IgM (μέγεθος ειδικού προϊόντος PCR: 223 
bp), η βέλτιστη θερμοκρασία βρέθηκε ότι είναι 61.4 C και η βέλτιστη συγκέντρωση 
εκκινητών προσδιορίστηκε στα 0.5 μΜ. Η πρότυπη καμπύλη μελετήθηκε στις 
συγκεντρώσεις 1 ng/μl, 0.2 ng/μl,, 0.04 ng/μl, 0.08 ng/μl  και 0.0016 ng/μl.  
Για το γονίδιο αναφοράς β-ακτίνη (μέγεθος ειδικού προϊόντος PCR: 644 bp), 
η βέλτιστη θερμοκρασία για την πρόσδεση των εκκινητών προσδιορίστηκε στους 
65.9 C, ενώ η βέλτιστη συγκέντρωση εκκινητών είναι 1 μl. Όπως προηγουμένως, η 
μελέτη για τη χάραξη πρότυπης καμπύλης πραγματοποιήθηκε σε εύρος 
συγκεντρώσεων cDNA: 25 ng/μl, 5ng/μl, 1 ng/μl, 0.2 ng/μl,, 0.04 ng/μl, 0.08 ng/μl  και 
0.0016 ng/μl, 0.00032 ng/μl, 0.000064 ng/μl ,0.0000128 ng/μl (Εικόνα 6). 
 
Εικόνα 6. Πρότυπη καμπύλη του γονιδίου αναφοράς β-ακτίνη 
3.1.3.  qPCR’s για τη κυτταρική ανοσία του λαβρακιού 
Για τον προσδιορισμό συγκεκριμένων δεικτών της φυσικής (φαγοκυττάρωση) 
και της προσαρμοστικής (αντιγονική διέγερση Τ λεμφοκυττάρων) ανοσίας του 
λαβρακιού, κρίθηκε απαραίτητη η ανάπτυξη ποσοτικών PCR πραγματικού χρόνου. 
Για το σκοπό αυτό, επιλέχθηκαν γονίδια που σχετίζονται με τον κλωνικό 
πολλαπλασιασμό και την αντιγονική διέγερση των Τ κυττάρων (TCRβ, CD4 και 
CD8b). Ως γονίδια αναφοράς επιλέχθηκαν τα γονίδια της β-ακτίνης ή του Rsp18. 
Έπειτα από βιβλιογραφική ανασκόπηση, προσδιορίστηκε το σύνολο των 
ανοσολογικών γονιδίων και των γονιδίων αναφοράς  που θα μπορούσαν να 
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διερευνηθούν. Τα γονίδια αυτά ήταν τα εξής: TCRb, CD4, CD8α και τα 18S RNA  και 
β-ακτίνη ως γονίδια αναφοράς. Στον Πίνακα 12 παρουσιάζεται η ακολουθία των 
εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την ανάπτυξη των qRT-PCRs. 
 
 
Πίνακας 12. Αλληλουχία εκκινητών για τα ανοσολογικά γονίδια και τα γονίδια αναφοράς 
 
Για το γονίδιο CD8a (μέγεθος ειδικού προϊόντος PCR: 219 bp) η βέλτιστη 
θερμοκρασία βρέθηκε ότι είναι 61.4 C (Εικ. 6 και 7) και η βέλτιστη συγκέντρωση 
εκκινητών προσδιορίστηκε στα 2 μΜ (Εικ. 8 και 9). Η πρότυπη καμπύλη μελετήθηκε 
στις συγκεντρώσεις 1 ng/μl, 0.2 ng/μl, 0.04 ng/μl, 0.08 ng/μl  και 0.0016 ng/μl.  
Για το γονίδιο της TCR-b (μέγεθος ειδικού προϊόντος PCR: 230 bp), η 
βέλτιστη θερμοκρασία για την πρόσδεση των εκκινητών προσδιορίστηκε στους 62.2 
C, ενώ η βέλτιστη συγκέντρωση εκκινητών είναι 1 μΜ. Όπως προηγουμένως, η 
μελέτη για τη χάραξη πρότυπης καμπύλης πραγματοποιήθηκε σε εύρος 
συγκεντρώσεων cDNA: 5ng/μl, 1 ng/μl, 0.2 ng/μl,, 0.04 ng/μl, 0.08 ng/μl  και 0.0016 
ng/μl, 0.00032 ng/μl, 0.000064 ng/μl, 0.0000128 ng/μl 
Για το γονίδιο CD4 (μέγεθος ειδικού προϊόντος PCR: 130 bp), η βέλτιστη 
θερμοκρασία πρόσδεσης των εκκινητών προσδιορίστηκε στους 58.9 °C. Η βέλτιστη 
συγκέντρωση εκκινητών ήταν 0.5 μΜ (Εικ. 3). Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκαν 
αντιδράσεις με διαφορετικές ποσότητες cDNA στόχου με σκοπό την κατασκευή 
πρότυπης καμπύλης για το υπό μελέτη γονίδιο. Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε 
εύρος συγκεντρώσεων cDNA: 1 ng/μl, 0.2 ng/μl, 0.04 ng/μl, 0.08 ng/μl  και 0.0016 
ng/μl.  
Για το γονίδιο της Rsp18 (μέγεθος ειδικού προϊόντος PCR: 164 bp), η 
βέλτιστη θερμοκρασία για την πρόσδεση των εκκινητών προσδιορίστηκε στους 57 
C, ενώ η βέλτιστη συγκέντρωση εκκινητών είναι 2 μΜ. Όπως προηγουμένως, η 
μελέτη για τη χάραξη πρότυπης καμπύλης πραγματοποιήθηκε σε εύρος 
συγκεντρώσεων cDNA: 5ng/μl, 1 ng/μl, 0.2 ng/μl, 0.04 ng/μl, 0.08 ng/μl, 0.0016 ng/μl, 
0.00032 ng/μl, 0.000064 ng/μl  και 0.0000128 ng/μl 
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3.2.    EΚΦΡΑΣΗ ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΜΕΤΑ 
ΑΠΟ ΠΕΙΡΜΑΤΙΚΗ ΜΟΛΥΝΣΗ ΜΕ b-nodavirus ΑΠΟ 
ΕΝΔΟΜΥΙΚΗ ΧΟΡΗΓΗΣΗ 
Υγιή λαβράκια, 111 άτομα, (προ-έλεγχος πιθανού καθεστώτος φορέα του ιού 
Nodavirus με PCR σε τυχαία δείγματα από τον πληθυσμό που χρησιμοποιήθηκε για 
τα πειράματα) βάρους 8gr, αναισθητοποιήθηκαν με 2-φαινοξυαιθανόλη και 
μολύνθηκαν ενδομυϊκά στη περιοχή κάτω του ραχιαίου πτερυγίου, με ζωντανά ιικά 
σωματίδια που παρήχθηκαν και τιτλοποιήθηκαν in vitro σε κυτταρικές σειρές (SSN-
1). Κάθε άτομο έλαβε ενδομυικά 50μl διαλύματος ζωντανών ιικών σωματιδίων σε 
ποσότητα 105TCID50. Σε επιπλέον 24 άτομα έγινε έγχυση του ίδιου όγκου 
αποστειρωμένου φυσιολογικού νερού για να αποτελέσουν την ομάδα των μαρτύρων. 
 
Εικόνα 7. Το Νευρικό Σύστημα των ιχθύων (πηγή: Northcutt et al., 2000) 
 
Η επιλογή του σημείου έγχυσης του ιού έγινε διότι το αυτόνομο νευρικό 
σύστημα των ιχθύων επιτελεί παρόμοιες λειτουργίες με αυτές των θηλαστικών. 
Ωστόσο, η παρουσία βραγχίων και νηκτικής κύστης καθώς και μικρότερου αριθμού 
νεύρων και νευροδιαβιβαστών υποδεικνύουν κάποιες σημαντικές διαφορές έναντι 
των θηλαστικών. Η ανατομική διαφοροποίηση του αυτόνομου νευρικού συστήματος 
σε συμπαθητικό και παρασυμπαθητικό σύστημα είναι δύσκολη στα ψάρια. Όμως, 
έχει προταθεί ο διαχωρισμός του αυτόνομου νευρικού συστήματος σε κρανιακές και 
νωτιαίες αυτόνομες νευρικές οδούς. Και στις δύο οδούς, ένας προγαγγλιονικός 
νευρώνας που έχει αφετηρία το ΚΝΣ, διεισδύει σε ένα αυτόνομο γάγγλιο, από όπου 
εξέρχεται ένας μεταγαγγλιακός νευρώνας που φέρει προσαγωγές ίνες σε ιστούς και 
όργανα (Εικονα 7). 
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3.2.1.  qPCR’s για τη χυμική ανοσία του λαβρακιού 
Εφαρμόσθηκαν qRT-PCRs και μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των 
γονιδίων IgM, IL-10, TGF-β και τα γονίδια Rsp18 και b-actin, ως γονίδια αναφοράς. 
Στους Πίνακες 13 και 14, καθώς και στο Σχήμα 2 παρουσιάζονται αναλυτικά οι τιμές 
των Ct που απεικονίζουν την  εμφάνιση ειδικού προϊόντος των υπό μελέτη γονιδίων.  
Πίνακας 13. Δείγματα υγιών ιχθύων 
Gene  CNTR 1 CNTR 2 CNTR 3 
IgM 26,40 26,60 26,60 26,50 26,90 26,80 26,00 25,60 25,80 
IL-10 34,10 34,30 34,30 35,30 36,70 35,00 33,80 34,30 33,60 
TGF-b 36,50 31,90 33,40 32,40 31,70 31,70 32,50 32,90 32,70 
Rsp18 24,10 24,20 24,10 23,10 23,10 23,20 24,60 24,00 23,60 
b-actin 20,40 20,30 22,60 19,30 20,10 20,10 22,10 21,40 21,40 
 
Πίνακας 14. Δείγματα ιχθύων μολυσμένων με ιό Noda 
Gene  Inf 6 h 2TH4 Inf 6 h 2G4 Inf 6 h 2G3 
IgM 26,90 26,40 26,40 25,20 24,70 25,30 24,80 24,50 24,40 
IL-10 41,40 33,00 35,00 29,90 31,50 31,30 31,50 31,00 31,30 
TGF-b 42,00 40,40 42,10 41,10 39,90 40,30 38,10 ND 38,00 
Rsp18 23,10 22,80 22,90 22,80 22,90 22,90 24,30 23,00 23,10 
b-actin 20,00 20,00 ND 20,00 20,10 19,90 21,00 20,20 20,20 
 
Gene  Inf 24 h 2TH4 Inf 24 h 1TH4 Inf 24 h 1G3 
IgM 27,20 27,30 27,30 25,20 25,10 26,10 26,90 26,30 27,30 
IL-10 33,60 34,10 32,50 31,70 31,60 32,40 34,30 42,20 40,40 
TGF-b 31,00 31,20 31,00 32,40 33,20 33,20 35,20 34,10 36,10 
Rsp18 22,80 22,90 23,70 23,90 ND 24,80 24,20 22,80 25,70 
b-actin 20,10 20,10 20,00 22,80 23,10 22,90 20,90 20,90 20,90 
 
Gene  Inf 48 h 2TH4 Inf 48 h 1G3 Inf 48 h 2G3 
IgM 27,50 27,30 28,30 26,60 26,50 27,30 27,70 27,50 27,40 
IL-10 34,50 34,00 34,80 33,80 33,30 33,50 34,50 34,70 34,80 
TGF-b 33,50 33,40 33,40 34,40 35,00 35,50 34,60 35,00 33,60 
Rsp18 24,00 23,90 24,00 23,80 23,90 24,10 24,50 24,00 24,50 
b-actin 21,40 21,20 21,30 22,00 22,00 22,20 22,10 22,10 21,60 
 
Gene  Inf 72 h 1G3 Inf 72 h 2G3 Inf 72 h 2TH4 
IgM 28,20 27,70 28,60 26,90 27,40 27,50 26,70 26,50 26,40 
IL-10 33,70 36,10 35,10 34,40 36,90 35,50 34,00 33,50 33,80 
TGF-b 32,40 32,80 34,10 32,60 32,40 33,50 31,50 31,00 31,70 
Rsp18 23,00 23,00 23,90 23,10 23,00 23,10 23,50 22,40 23,30 
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b-actin 21,60 21,00 21,20 23,10 23,40 23,30 20,90 20,20 20,60 
 
Gene  Inf 4 d 1TH4 Inf 4 d  1G3 Inf 4 d 2G4 
IgM 29,40 29,40 29,50 27,60 27,50 27,80 29,60 29,50 29,40 
IL-10 36,30 37,20 36,80 35,70 36,20 36,30 38,10 37,90 37,20 
TGF-b 31,30 31,60 32,30 32,60 31,80 32,80 32,80 33,00 34,10 
Rsp18 24,20 24,00 24,10 23,20 23,30 23,40 25,10 24,20 24,30 
b-actin 21,20 20,10 20,40 20,10 20,20 20,10 21,20 21,40 21,20 
 
Gene  Inf 7 d 2G4 Inf 7 d  1G4 Inf 7 d 1G3 
IgM 26,60 26,50 26,50 26,50 26,60 26,60 26,90 26,80 26,90 
IL-10 33,00 32,20 36,20 33,60 35,90 36,20 35,30 37,30 36,60 
TGF-b 30,70 31,50 31,40 34,40 32,40 33,20 35,90 32,80 ND 
Rsp18 23,10 23,00 22,90 23,10 22,90 23,10 25,40 24,10 24,60 
b-actin 19,30 19,50 19,50 19,60 19,60 19,60 21,40 21,00 21,00 
 
Gene  Inf 14 d 6G3 Inf 14 d  1G3 Inf 14 d 14G3 
IgM 26,20 25,30 26,20 26,20 26,40 26,50 23,80 23,90 23,70 
IL-10 33,70 34,40 34,50 35,10 34,50 35,50 32,80 33,30 32,90 
TGF-b 28,70 28,70 28,70 32,10 31,30 31,60 31,00 30,80 30,90 
Rsp18 20,10 19,90 19,90 22,90 23,00 23,00 22,30 21,20 21,50 
b-actin 18,60 18,10 18,00 20,00 20,10 20,10 20,00 20,10 19,60 
 
 
Σχήμα 2. Γραφική παράσταση των τιμών Ct για κάθε υπό μελέτη γονίδιο.  
 
Με σκοπό τη καλύτερη κατανόηση των αποτελεσμάτων της έκφρασης των 
ανοσολογκών γονίδιων IgM, IL-10 & TGF-β του λαβρακιού μετά από πειραματική 
μόλυνση με τον ιό Noda, πραγματοποιήθηκε μετά-ανάλυση αυτών με ειδικά 
προγράμματα ( RT² Profiler PCR Array Analysis version 3.5 Qiagen, Prism). 
Παρατίθενται παρακάτω ο πίνακας 15 στον οποίο απεικονίζεται η γονιδιακή 
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μεταβολή (fold change) των γονιδίων IgM, IL-10 & TGF-β στα μολυσμένα με ιό Noda 
λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7, 14 ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (Control group). Η b-actin χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο 
αναφοράς.  
Πίνακας 15. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων IgM, IL-10 και TGF-β στα μολυσμένα με ιο 
Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (Control group) 
 
Control 
group 
6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
IgM 1 1,21 1,2123 0,9475 0,9188 0,1539 0,4665 0,7292 
IL-10 1 4,3078 4,4652 2,4623 1,5874 0,1823 0,3938 0,5236 
TGF-β 1 0,0176 1,1938 0,7071 2,3876 1,1311 0,6021 1,9694 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα). 
 
Εικόνα 8.  Διάγραμμα 2-διαστάσεων (2D-Clustergram) έκφρασης ανοσολογικών γονιδίων IgM, IL-10 και 
TGF-β του λαβρακιού μετά από πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda με γονίδιο αναφοράς τη β-ακτίνη 
(Control group: Μη-μολυσμένα λαβράκια, group 1: 6 ώρες μετά τη μόλυνση, group 2: 24 ώρες μετά τη 
μόλυνση,group 3: 48 ώρες μετά τη μόλυνση, group 4: 72 ώρες μετά τη μόλυνση, group 5: 4 ημέρες μετά 
τη μόλυνση, group 6: 7 ημέρες μετά τη μόλυνση, group 7: 14 ημέρες μετά τη μόλυνση)  
 
Στη συνέχεια, έγινε στατιστική ανάλυση της μεταβολής της έκφρασης των 
γονιδίων για κάθε χρονικό σημείο μετά τη μόλυνση σε σχέση με τα υγιή, μη-
μολυσμένα λαβράκια. Επιλέχθηκε το διάγραμμα 2-διαστάσεων (Εικόνα 8) και η 
απεικόνιση διασποράς (scatter plot) (Εικόνα 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15).   
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Εικόνα 9. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IL-10, TGF-β και IgM του 
λαβρακιού 6 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 1) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
 
Εικόνα 10. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IL-10, TGF-β και IgM του 
λαβρακιού 24 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 2) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
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Εικόνα 11. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IL-10, TGF-β και IgM του 
λαβρακιού 48 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 3) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
 
Εικόνα 12. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IL-10, TGF-β και IgM του 
λαβρακιού 72 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 4) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
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Εικόνα 13. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IL-10, TGF-β και IgM του 
λαβρακιού 4 ημέρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 5) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group) 
 
 
 
Εικόνα 14. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IL-10, TGF-β και IgM του 
λαβρακιού 7 ημέρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 6) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
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Εικόνα 15. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IL-10, TGF-β και IgM του 
λαβρακιού 14 ημέρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 7) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
Στο Σχήμα 3 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για την IgM ανοσοσφαιρίνη, η οποία είναι  η μόνη ανοσοσφαιρίνη που 
περιγράφεται στα ψάρια, υφίσταται σε μονομερή και τετραμερή μορφή, λειτουργεί ως 
οψωνίνη, ενεργοποιεί το συμπλήρωμα και συμμετέχει στην εξουδετέρωση 
παθογόνων (ιών, βακτηρίων). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, δεν παρατηρήθηκε 
υπερέκφραση του γονιδίου της IgM ανοσοσφαιρίνης, αλλά αντιθέτως  υποέκφραση, η 
οποία 4 ημέρες μετά τη μόλυνση έβαλε τη χαμηλότερη τιμή. 
 
Σχήμα 3. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου ΙgM (fold change) σε μολυσμένα 
με ιό Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7, 14 ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (0 ώρες). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
 
Στο Σχήμα 4 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για την κυτταροκίνη IL-10, η οποία εκκρίνεται από Τ κύτταρα, προάγει 
τον πολλαπλασιασμό κυττάρων της έμφυτης ανοσίας, όπως τα ΝΚ, αλλά ρυθμίζει και 
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την ενεργοποίηση και άλλων κυττάρων, όπως τα ρυθμιστικά Τ κύτταρα. Επιπλέον, 
ρυθμίζει τη σύνθεση και έκκριση των ανοσοσφαιρινών και άλλων διαλυτών 
παραγόντων, μεταξύ των οποίων διάφορα μέλη της ιοκογένειας των κυτταροκινών. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, 6 και 24 ώρες μετά την επιμόλυνση των λαβρακιών 
με τον ιό Noda παρατηρήθηκε υπερέκφραση του εν λόγω γονιδίου, η οποία στη 
συνέχεια σταδιακά υποχώρησε με χαμηλότερη τιμή 4 και 7 ημέρες μετά τη μόλυνση 
σε σχέση με τα υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια.  
 
Σχήμα 4. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου IL-10 (fold change) σε 
μολυσμένα με ιό Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7, 14 ημερών ως προς τα 
μη-μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05). 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
 
Στο Σχήμα 5 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για την κυτταροκίνη TGF-β, αυξητικός παράγοντας µετασχηµατισµού, 
του οποίου η έκφραση εμπλέκεται στη ρύθμιση της μετανάστευσης των κυττάρων, 
της εναπόθεσης της εξωκυτταρικής ουσίας και της επουλωτικής διαδικασίας των 
ιστών, καθώς και της απόπτωσης των κυττάρων. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, 
παρατηρήθηκε κυκλική υπερέκφραση του γονιδίου του TGF-β, 3 και 14 ημέρες μετά 
τη μόλυνση με τον ιό Noda σε σχέση με τα υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια. 
 
Σχήμα 5. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TGF-β (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7, 14 ημερών ως προς τα 
μη-μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05). 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
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3.2.2.  qPCR’s για τη κυτταρική ανοσία του λαβρακιού 
Με βάση τη μεθοδολογία που αναπτύχθηκε στο μέρος Α του παρόντος, 
εφαρμόσθηκαν qRT-PCRs και μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων 
CD8α, TCR-β, CD4 και τα γονίδια Rsp18 και b-actin, ως γονίδια αναφοράς. Στους 
Πίνακες 16 και 17, καθώς και στο Σχήμα 6 παρουσιάζονται αναλυτικά οι τιμές των Ct 
που απεικονίζουν την  εμφάνιση ειδικού προϊόντος των υπό μελέτη γονιδίων. 
Πίνακας 16. Δείγματα υγιών ιχθύων 
Gene  CNTR 1 CNTR 2 CNTR 3 
CD8α 28,40 28,20 28,20 30,00 30,50 30,10 29,00 28,00 29,20 
TCR_β 31,40 31,30 30,40 30,50 30,40 30,50 30,40 30,70 30,40 
CD4 34,30 33,10 ND 32,00 33,30 33,20 32,40 32,20 32,40 
Rsp18 24,10 24,20 24,10 23,10 23,10 23,20 24,60 24,00 23,60 
b-actin 20,40 20,30 22,60 19,30 20,10 20,10 22,10 21,40 21,40 
 
Πίνακας 17. Δείγματα ιχθύων μολυσμένων με ιό Noda 
Gene  Inf 6 h 2TH4 Inf 6 h 2G4 Inf 6 h 2G3 
CD8α 29,20 29,00 28,00 28,00 27,50 28,10 27,90 27,20 27,90 
TCR_β 32,50 33,20 32,10 30,30 30,10 30,00 29,30 29,20 29,30 
CD4 33,00 31,80 31,90 31,90 31,10 32,00 33,40 ND 32,60 
Rsp18 23,10 22,80 22,90 22,80 22,90 22,90 24,30 23,00 23,10 
b-actin 20,00 20,00 ND 20,00 20,10 19,90 21,00 20,20 20,20 
 
Gene  Inf 24 h 2TH4 Inf 24 h 1TH4 Inf 24 h 1G3 
CD8α 29,80 29,10 29,20 27,90 27,90 27,80 29,70 28,90 29,70 
TCR_β 32,90 32,70 33,10 31,60 32,50 31,80 32,90 33,80 32,20 
CD4 29,80 30,00 31,10 35.7 ND 33.9 30,90 32,90 31,20 
Rsp18 22,80 22,90 23,70 23,90 ND 24,80 24,20 22,80 25,70 
b-actin 20,10 20,10 20,00 22,80 23,10 22,90 20,90 20,90 20,90 
 
Gene  Inf 48 h 2TH4 Inf 48 h 1G3 Inf 48 h 2G3 
CD8α 31,10 30,20 29,10 30,10 29,20 29,10 30,00 29,40 30,00 
TCR_β 32,20 31,10 32,10 29,90 31,10 31,00 31,40 31,30 31,40 
CD4 32,10 32,00 31,00 33,10 ND 33,20 31,40 31,30 32,20 
Rsp18 24,00 23,90 24,00 23,80 23,90 24,10 24,50 24,00 24,50 
b-actin 21,40 21,20 21,30 22,00 22,00 22,20 22,10 22,10 21,60 
 
Gene  Inf 72 h 1G3 Inf 72 h 2G3 Inf 72 h 2TH4 
CD8α 30,30 30,90 30,20 31,10 30,20 31,00 29,60 28,50 29,20 
TCR_β 31,30 31,30 32,00 32,00 32,20 31,20 29,40 29,60 30,30 
CD4 31,10 31,10 31,20 31,00 31,20 31,30 31,20 31,40 30,50 
Rsp18 23,00 23,00 23,90 23,10 23,00 23,10 23,50 22,40 23,30 
b-actin 21,60 21,00 21,20 23,10 23,40 23,30 20,90 20,20 20,60 
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Gene  Inf 4 d 1TH4 Inf 4 d  1G3 Inf 4 d 2G4 
CD8α 31,20 30,30 31,10 30,00 30,10 30,30 31,80 31,30 32,20 
TCR_β 32,60 32,40 33,50 31,20 30,60 30,50 33,90 33,40 33,70 
CD4 32,30 32,00 32,00 31,00 30,20 32,10 ND 32,40 31,40 
Rsp18 24,20 24,00 24,10 23,20 23,30 23,40 25,10 24,20 24,30 
b-actin 21,20 20,10 20,40 20,10 20,20 20,10 21,20 21,40 21,20 
 
Gene  Inf 7 d 2G4 Inf 7 d  1G4 Inf 7 d 1G3 
CD8α 29,40 28,60 28,10 29,10 29,10 29,20 30,50 31,20 32,80 
TCR_β 29,50 30,20 30,40 30,00 31,20 30,20 32,60 32,60 35,00 
CD4 31,30 32,10 31,20 32,80 32,40 32,10 33,50 33,70 ND 
Rsp18 23,10 23,00 22,90 23,10 22,90 23,10 25,40 24,10 24,60 
b-actin 19,30 19,50 19,50 19,60 19,60 19,60 21,40 21,00 21,00 
 
Gene  Inf 14 d 6G3 Inf 14 d  1G3 Inf 14 d 14G3 
CD8α 28,00 27,00 26,90 28,60 29,00 29,00 28,30 27,20 27,60 
TCR_β 27,20 27,70 27,10 29,90 29,10 29,20 29,10 28,40 28,30 
CD4 27,10 26,90 27,00 31,00 31,00 30,40 28,10 27,30 28,10 
Rsp18 20,10 19,90 19,90 22,90 23,00 23,00 22,30 21,20 21,50 
b-actin 18,60 18,00 18,00 20,00 20,10 20,10 20,00 20,10 19,60 
 
 
Σχήμα 6. Γραφική παράσταση των τιμών Ct για κάθε υπό μελέτη γονίδιο. 
 
Με σκοπό την καλύτερη κατανόηση των αποτελεσμάτων της έκφρασης των 
γονιδίων CD4, CD8α και TCR-β του λαβρακιού μετά από πειραματική μόλυνση με 
τον ιό Noda, πραγματοποιήθηκε μετα-ανάλυση των αποτελεσμάτων με ειδικά 
προγράμματα (RT² Profiler PCR Array Analysis version 3.5 Qiagen, Prism). Στον  
Πίνακα 18 απεικονίζεται η γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων CD8α, 
TCR-β και CD4 στα μολυσμένα με ιό Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 
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και 72 ωρών, 4, 7, 14 ημερών σε σχέση με τα υγιή μη-μολυσμένα λαβράκια (Control 
group). Η b-actin χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς. 
Πίνακας 18. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων CD8α, TCR-β και CD4 στα μολυσμένα με 
ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (Control group) 
 
Control 
group 
6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
CD8α 1 1,2288 1,5392 1,1311 0,8706 0,2406 0,3508 0,7876 
TCR-β 1 0,6239 0,3536 1,2311 1,3926 0,2578 0,3703 1,7013 
CD4 1 0,979 5,0058 3,3314 6,0454 1,9827 0,7983 7,2727 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα). 
 
Εικόνα 16. Διάγραμμα 2-διαστάσεων (2D-Clustergram) έκφρασης ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β 
και CD4 του λαβρακιού μετά από πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda με γονίδιο αναφοράς τη β-ακτίνη 
(Control group: Υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια, group 1: 6 ώρες μετά τη μόλυνση, group 2: 24 ώρες μετά 
τη μόλυνση,group 3: 48 ώρες μετά τη μόλυνση, group 4: 72 ώρες μετά τη μόλυνση, group 5: 4 ημέρες 
μετά τη μόλυνση, group 6: 7 ημέρες μετά τη μόλυνση, group 7: 14 ημέρες μετά τη μόλυνση).  
 
Στη συνέχεια, έγινε στατιστική ανάλυση της μεταβολής της έκφρασης των 
γονιδίων για κάθε χρονικό σημείο μετά τη μόλυνση σε σχέση με τα υγιή, μη-
μολυσμένα λαβράκια. Επιλέχθηκε το διάγραμμα 2-διαστάσεων (Εικόνα 16) και η 
απεικόνιση διασποράς (scatter plot) (Εικόνα 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23) 
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Εικόνα 17. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 6 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 1) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
 
 
Εικόνα 18. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 24 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 2) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group).  
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Εικόνα 19. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 48 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 3) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group).  
 
 
Εικόνα 20. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 72 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 4) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group).  
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Εικόνα 21. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 4 ημέρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 5) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group).  
 
 
 
Εικόνα 22. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 7 ημέρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 6) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
130 
 
 
 
Εικόνα 23. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 14 ημέρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 7) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
 
Στο Σχήμα 7 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για το μόριο CD8α. Το CD8α εκφράζεται στην επιφάνεια των CD8+ Τ-
κυττάρων, αλληλεπιδρά με τα MHC I μόρια των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων 
(APCs) και συμμετέχει στην ανοσολογική σύναψη. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, 24 
ώρες μετά τη μόλυνση σημειώθηκε μικρή υπερέκφραση του CD8α μορίου (~1,5 
μεταβολή σε σχέση με τα μη μολυσμένα λαβράκια), ενώ στη συνέχεια παρατηρήθηκε 
σταδιακή μείωση στην έκφραση του γονιδίου. Τέσσερις και 7 ημέρες μετά τη μόλυνση 
διαπιστώθηκε στατιστικά σημαντική υποέκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για 
το CD8α μόριο, του οποίου η έκφραση έφτασε στο επίπεδο της έκφρασης των υγιών 
λαβρακιών 14 ημέρες μετά τη μόλυνση. 
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Σχήμα 7. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου CD8α (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7, 14 ημερών ως προς τα 
μη-μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
 
Στο Σχήμα 8 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για το μόριο TCR-β που συμμετέχει στο σχηματισμό του ειδικού 
υποδοχέα των Τ κυττάρων, ο οποίος αναγνωρίζει αντιγόνα που παρουσιάζονται 
στην επιφάνεια των APCs μέσω των MHC I & II μορίων. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα, παρατηρήθηκε κυκλική υποέκφραση του γονιδίου την 1η ημέρα, 
καθώς και την 4η έως την 7η ημέρα  μετά τη μόλυνση με τον ιό Noda.  
 
Σχήμα 8. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TCR-β (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7, 14 ημερών ως προς τα 
μη-μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (*p<0.05). 
 
Στο Σχήμα 9 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για το μόριο CD4, το οποίο εκφράζεται στην επιφάνεια των CD4+ Τ-
κυττάρων, αλληλεπιδρά με τα MHC II μόρια και συμμετέχει στην ανοσολογική 
σύναψη των CD4+ Τ κυττάρων με τα APCs. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, 
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παρατηρήθηκε κυκλική υπερέκφραση του γονιδίου από τη 1η έως την 3η ημέρα, 
καθώς και 14 ημέρες μετά τη μόλυνση με τον ιό Noda. 
 
Σχήμα 9. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου CD4 (fold change) σε μολυσμένα 
με ιό Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7, 14 ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05) 
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3.3.    EΚΦΡΑΣΗ ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΜΕΤΑ 
ΑΠΟ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΜΟΛΥΝΣΗ ΜΕ b-nodavirus ΜΕΣΩ 
ΠΛΕΥΡΙΚΗΣ ΓΡΑΜΜΗΣ 
Ο εντοπισμός του ιού στους ιστούς αποτελεί ένδειξη ότι η μόλυνση από το 
νερό επιτυγχάνεται μέσω του δέρματος. Αποδεικνύεται πως ο ιός φτάνει στον 
εγκέφαλο μέσω νευρικών μονοπατιών του δέρματος και ειδικότερα, διεισδύει στο 
δέρμα μέσω των πόρων της πλευρικής γραμμής και προσβάλλει τους νευρομαστούς 
(Σχήμα 10). Από εκεί, μέσω της πορείας ινών νωτιαίων νεύρων, μεταφέρεται στο 
νωτιαίο μυελό και εγκαθίσταται στον εγκέφαλο από όπου μέσω του οπτικού νεύρου 
καταλήγει στον οφθαλμό.  
 
Σχήμα 10: Περιγραφή νεύρωσης πλευρικής γραμμής. cp= trunk canal pore, tic= trunk lateral line canal, 
myo= myomere, mys= myoseptum, I= lateral ramus of posterior lateral line nerve, vr= ventral ramules of 
lateral and ventral rami of posterior lateral line nerve, vra= ventral ramule of a dorsal somatic ramus, v= 
ventral ramus of posterior lateral line nerve, lr= lateral ramule of a ventral somatic ramus, mr= medial 
ramule of a ventral somatic ramus, vsr= ventral somatic ramus of spinal nerve, dra= dorsal ramule of 
dorsal somatic ramus, dr= dorsal ramule of lateral ramus of posterior lateral line nerve, dsr= dorsal 
somatic ramus of spinal nerve, drg= dorsal root ganglion of spinal nerve, ivr= intervertebral ramule of 
facial recurrent ramus, rr= recurrent ramus of the facial nerve, spc= spinal cord, vt= vertebra, ri= rib 
(πηγή: Northcutt et al., 2000). 
 
Διενεργήθηκε πειραματική μόλυνση λαβρακιών με ιό noda με τοποθέτηση 
εμποτισμένου με διάλυμα ιού noda διηθητικού χαρτιού στο μέσο της πλευρικής 
γραμμής. Η συγκέντρωση του ιικού διαλύματος ήταν 108 TCID50. Στις πειραματικές 
ομάδες που εφαρμόστηκε πρωτόκολλο μόλυνσης με την τοποθέτηση εμποτισμένου 
διηθητικού χαρτιού, τα ψάρια τοποθετούνταν σε δεξιά πλάγια κατάκλιση και 
παρέμεναν σε επαφή με τον ιό για οχτώ λεπτά. Έπειτα ξεπλένονταν με άφθονο 
τρεχούμενο νερό βρύσης και επανατοποθετούνταν στα ενυδρεία. Η ίδια ακριβώς 
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διαδικασία τηρήθηκε και για τους αρνητικούς μάρτυρες στους οποίους αντί για ιικό 
διάλυμα χρησιμοποιήθηκε διάλυμα PBS.   
Θνησιμότητα 
Η θνησιμότητα των λαβρακιών από την ημέρα της μόλυνσης μέχρι και την 
13η ημέρα περιγράφεται στον πίνακα 19. Σε σχέση με την έναρξη και την εξέλιξη της 
θνησιμότητας παρατηρήθηκε ότι ξεκίνησε την πέμπτη ημέρα μετά τη μόλυνση με τον 
ιό και εξελίχθηκε όπως αναφέρεται και στη διεθνή βιβλιογραφία με τις μέγιστες τιμές 
την 6η και 7η ημέρα μετά τη μόλυνση. Το τελικό ποσοστό θνησιμότητας των 
λαβρακιών έως και την 14η ημέρα του πειραματισμού σε σχέση με τον αρχικό τους 
πληθυσμό τη στιγμή της μόλυνσης ήταν 25% (γράφημα 10). 
Ημέρες Αριθμός νεκρών 
ψαριών 
1 ημέρα   
2 ημέρα  
3 ημέρα  
4 ημέρα   
5 ημέρα 14 
6 ημέρα 5 
7 ημέρα 3 
8 ημέρα 1 
9 ημέρα 1 
10 ημέρα   
11 ημέρα   
12 ημέρα 1 
13 ημέρα   
14 ημέρα   
ΣΥΝΟΛΟ 25 
Πίνακας 19. Αριθμός νεκρών ψαριών ανά ημέρα 
 
 
Γράφημα 10. Εξέλιξη της θνησιμότητας 
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Ποσοτικός προσδιορισμός  του ιικού φορτίου 
Στα γραφήματα 11, 12, 13, 14 που ακολουθούν φαίνονται οι τίτλοι του ιού 
που απομονώθηκαν από τους διάφορους ιστούς εκφρασμένοι σε log10 στις 
διαφορετικές δειγματοληψίες που διενεργήθηκαν. 
 
Γράφημα 11. Τίτλοι του ιού noda σε ομαδοποιημένα δείγματα εγκεφάλου των λαβρακιών εκφρασμένοι 
σε log10  (απόδοση τίτλου σε ολόκληρο τον ιστό) 
 
 
Γράφημα 12. Τίτλοι του ιού noda σε ομαδοποιημένα δείγματα νωτιαίου μυελού των λαβρακιών 
εκφρασμένοι σε log10 (απόδοση τίτλου σε ολόκληρο τον ιστό)  
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Γράφημα 13. Τίτλοι του ιού noda σε ομαδοποιημένα δείγματα οφθαλμού των λαβρακιών εκφρασμένοι 
σε log10 (απόδοση τίτλου σε ολόκληρο τον ιστό)  
 
 
Γράφημα 14. Τίτλοι του ιού noda σε ομαδοποιημένα δείγματα αίματος των λαβρακιών εκφρασμένοι σε 
log10 (απόδοση τίτλου σε 10μl αίματος)   
 
3.3.1.  qPCR’s για τη χυμική ανοσία του λαβρακιού 
Εφαρμόσθηκαν qRT-PCRs και μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των 
γονιδίων IgM, IL-10 και TGF-β και τα γονίδια Rsp18 και b-actin, ως γονίδια 
αναφοράς. Στους Πίνακες 19 και 20, καθώς και στο Σχήμα 11 παρουσιάζονται 
αναλυτικά οι τιμές των Ct που απεικονίζουν την  εμφάνιση ειδικού προϊόντος των 
υπό μελέτη γονιδίων.  
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Πίνακας 19. Δείγματα υγιών ιχθύων 
Gene 6 hours A 6 hours B 6 hours C 
IgM 26,40 26,60 26,60 26,50 26,90 26,80 26,00 25,60 25,80 
IL-10 34,10 34,30 34,30 35,30 36,70 35,00 33,80 34,30 33,60 
TGF-b 36,50 31,90 33,40 32,40 31,70 31,70 32,50 32,90 32,70 
Rsp18 24,10 24,20 24,10 23,10 23,10 23,20 24,60 24,00 23,60 
b-actin 20,40 20,30 22,60 19,30 20,10 20,10 22,10 21,40 21,40 
 
Πίνακας 20. Δείγματα ιχθύων μολυσμένων με ιό Noda μέσω πλευρικής γραμμής 
Gene 6 hours A 6 hours B 6 hours C 
IgM 25,60 25,20 25,50 26,60 26,50 27,10 26,20 25,70 26,30 
IL-10 34,30 34,20 34,70 34,40 34,50 35,00 34,00 34,00 33,90 
TGF-b 30,10 29,40 29,70 ND 30,40 29,70 30,70 32,00 31,50 
Rsp18 21,00 20,80 25,10 20,10 20,60 21,00 21,50 21,10 21,10 
b-actin 21,30 20,90 21,00 20,20 21,60 20,20 20,60 20,30 30,70 
 
Gene 24 hours A 24 hours B 24 hours C 
IgM 24,50 24,90 25,00 26,30 26,20 26,20 29,30 29,00 29,00 
IL-10 32,60 32,30 32,50 34,10 35,50 35,20 37,30 36,10 36,60 
TGF-b 26,20 26,20 26,30 31,30 32,80 31,50 34,80 33,50 35,60 
Rsp18 18,90 18,90 18,90 20,90 20,90 20,90 22,90 22,10 22,00 
b-actin 17,30 18,10 17,00 ND 29,20 26,50 21,20 21,00 21,20 
 
Gene 48 hours A 48 hours B 48 hours C 
IgM 27,10 27,10 27,20 27,20 28,10 27,40 25,40 25,10 25,10 
IL-10 34,10 35,20 34,20 35,20 36,10 35,50 33,60 33,50 33,70 
TGF-b 30,60 31,40 32,00 33,30 33,20 33,10 29,20 28,40 29,70 
Rsp18 21,50 21,00 21,10 21,00 21,10 21,40 19,10 19,00 19,20 
b-actin 20,60 20,10 20,10 21,10 21,00 21,20 17,10 17,20 17,40 
 
Gene 72 hours A 72 hours B 72 hours C 
IgM 21,10 21,00 21,00 27,00 27,10 27,10 27,30 27,00 29,10 
IL-10 26,90 27,00 27,10 33,30 33,80 33,80 33,70 33,70 34,10 
TGF-b 30,40 29,40 29,40 29,30 30,30 30,40 31,30 30,10 30,50 
Rsp18 21,60 21,70 21,60 20,80 20,90 20,90 22,50 21,10 21,20 
b-actin 20,20 19,40 19,80 19,00 18,90 19,00 20,00 20,00 20,10 
 
Gene 4 days A 4 days B 4 days C 
IgM 27,30 25,60 27,20 25,00 25,30 25,00 26,30 26,00 26,10 
IL-10 33,70 33,60 33,70 32,80 33,30 33,60 34,00 34,10 34,50 
TGF-b 31,40 31,40 31,40 29,20 29,40 29,20 33,00 32,40 32,50 
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Rsp18 22,30 21,90 22,90 22,70 22,50 22,50 23,20 21,90 22,00 
b-actin 19,50 20,20 20,20 18,00 18,40 17,70 21,00 21,00 21,40 
 
 
Σχήμα 11. Γραφική παράσταση των τιμών Ct για κάθε υπό μελέτη γονίδιο. 
Με σκοπό τη καλύτερη κατανόηση των αποτελεσμάτων της έκφρασης των 
ανοσολογκών γονίδιων IgM, IL-10 και TGF-β του λαβρακιού μετά από πειραματική 
μόλυνση με τον ιό Noda, πραγματοποιήθηκε μετά-ανάλυση αυτών με ειδικά 
προγράμματα ( RT² Profiler PCR Array Analysis version 3.5 Qiagen, Prism). Στον 
Πίνακα 21 απεικονίζεται η γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων IgM, IL-10 
και TGF-β στα μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 
ωρών και 4 ημερών σε σχέση με τα υγιή μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group). Η 
b-actin χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς. 
Πίνακας 21. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων που κωδικοποιούν για τα IgM, IL-10 και 
TGF-β μόρια στα μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών  και 4 ημερών 
ως προς τα μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group) 
 
Control 
group 
6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 
IgM 1 1,1366 0,1371 0,4454 0,1984 0,5878 
IL-10 1 1,1279 0,1481 0,6496 0,7637 0,8441 
TGF-β 1 7,4772 0,2588 1,3348 2,7852 0,8091 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
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Εικόνα 24. Διάγραμμα 2-διαστάσεων (2D-Clustergram) έκφρασης ανοσολογικών γονιδίων IgM, IL-10 και 
TGF-β του λαβρακιού μετά από πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda μέσω πλευρικής γραμμής με 
γονίδιο αναφοράς τη β-ακτίνη (Control group: Μη-μολυσμένα λαβράκια, group 1: 6 ώρες μετά τη 
μόλυνση, group 2: 24 ώρες μετά τη μόλυνση,group 3: 48 ώρες μετά τη μόλυνση, group 4: 72 ώρες μετά 
τη μόλυνση, group 5: 4 ημέρες μετά τη μόλυνση). 
 
Στη συνέχεια, έγινε στατιστική ανάλυση της μεταβολής της έκφρασης των 
γονιδίων για κάθε χρονικό σημείο μετά τη μόλυνση σε σχέση με τα υγιή, μη-
μολυσμένα λαβράκια. Επιλέχθηκε το διάγραμμα 2-διαστάσεων (Εικόνα 24) και η 
απεικόνιση διασποράς (scatter plot) (Εικόνα 25, 26, 27, 28, 29).   
 
Εικόνα 25. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IgM, IL-10 και TGF-β του 
λαβρακιού 6 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 1) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
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Εικόνα 26. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IgM, IL-10 και TGF-β του 
λαβρακιού 24 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 2) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
 
Εικόνα 27. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IgM, IL-10 και TGF-β του 
λαβρακιού 48 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 3) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
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Εικόνα 28. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IgM, IL-10 και TGF-β του 
λαβρακιού 72 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 4) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
 
Εικόνα 29. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IgM, IL-10 και TGF-β του 
λαβρακιού 4 ημέρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 5) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
Στο Σχήμα 12 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για την IgM ανοσοσφαιρίνη, η οποία είναι  η μόνη ανοσοσφαιρίνη που 
περιγράφεται στα ψάρια, υφίσταται σε μονομερή και τετραμερή μορφή, λειτουργεί ως 
οψωνίνη, ενεργοποιεί το συμπλήρωμα και συμμετέχει στην εξουδετέρωση 
παθογόνων (ιών, βακτηρίων). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, δεν παρατηρήθηκε 
υπερέκφραση του γονιδίου της IgM ανοσοσφαιρίνης, αλλά αντιθέτως  υποέκφραση  
σε όλο το διάστημα από 24 ώρες έως και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση που ελέγχθηκε. 
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Σχήμα 12. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου IgM (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4 ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
 
Στο Σχήμα 13 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για την κυτταροκίνη IL-10, η οποία εκκρίνεται από Τ κύτταρα, προάγει 
τον πολλαπλασιασμό κυττάρων της έμφυτης ανοσίας, όπως τα ΝΚ, αλλά ρυθμίζει και 
την ενεργοποίηση και άλλων κυττάρων, όπως τα ρυθμιστικά Τ κύτταρα. Επιπλέον, 
ρυθμίζει τη σύνθεση και έκκριση των ανοσοσφαιρινών και άλλων διαλυτών 
παραγόντων, μεταξύ των οποίων διάφορα μέλη της ιοκογένειας των κυτταροκινών. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, 6 και 24 ώρες μετά την επιμόλυνση των λαβρακιών 
με τον ιό Noda παρατηρήθηκε υποέκφραση του εν λόγω γονιδίου 24 ώρες μετα τη 
μόλυνση σε σχέση με τα υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια.  
 
Σχήμα 13. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου IL-10 (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4  ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05).  
 
Στο Σχήμα 14 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για την κυτταροκίνη TGF-β, αυξητικός παράγοντας µετασχηµατισµού, 
του οποίου η έκφραση εμπλέκεται στη ρύθμιση της μετανάστευσης των κυττάρων, 
της εναπόθεσης της εξωκυτταρικής ουσίας και της επουλωτικής διαδικασίας των 
ιστών, καθώς και της απόπτωσης των κυττάρων. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, 
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παρατηρήθηκε κυκλική υπερέκφραση του γονιδίου του TGF-β, 6 και 72 ώρες μετά τη 
μόλυνση με τον ιό Noda σε σχέση με τα υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια. 
 
Σχήμα 14. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TGF-β (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4  ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). Στατιστικά 
σημαντική υπερέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
3.3.2.  qPCR’s για τη κυτταρική ανοσία του λαβρακιού 
  Εφαρμόσθηκαν qRT-PCRs και μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των 
γονιδίων CD8α, TCR-β, CD4 και τα γονίδια Rsp18 και b-actin, ως γονίδια αναφοράς. 
Στους Πίνακες 22 και 23, καθώς και στο Σχήμα 13 παρουσιάζονται αναλυτικά οι τιμές 
των Ct που απεικονίζουν την  εμφάνιση ειδικού προϊόντος των υπό μελέτη γονιδίων.  
Πίνακας 22. Δείγματα υγιών ιχθύων 
Gene  CNTR 1 CNTR 2 CNTR 3 
CD8α 28,40 28,20 28,20 30,00 30,50 30,10 29,00 28,00 29,20 
TCR_β 31,40 31,30 30,40 30,50 30,40 30,50 30,40 30,70 30,40 
CD4 34,30 33,10 ND 32,00 33,30 33,20 32,40 32,20 32,40 
Rsp18 24,10 24,20 24,10 23,10 23,10 23,20 24,60 24,00 23,60 
b-actin 20,40 20,30 22,60 19,30 20,10 20,10 22,10 21,40 21,40 
 
Πίνακς 23. Δείγματα ιχθύων μολυσμένων με ιό Noda μέσω πλευρικής γραμμής 
Gene  6 h A 6 h B 6 h C 
CD8α 28,20 29,00 28,10 25,10 25,30 25,10 27,60 27,80 28,60 
TCR_β 27,10 26,90 27,00 25,00 25,10 24,90 27,00 27,70 27,10 
CD4 27,20 26,90 27,20 26,00 25,10 25,50 27,90 28,10 28,10 
Rsp18 21,00 20,80 25,10 20,10 20,60 21,00 21,50 21,10 21,10 
b-actin 21,30 20,90 21,00 20,20 21,60 20,20 20,60 20,30 30,70 
Gene  24 h A 24 h B 24 h C 
CD8α 27,90 27,70 ND 28,90 28,90 ND 29,90 29,70 29,90 
TCR_β 27,80 27,90 27,80 30,00 30,10 30,10 31,10 30,30 30,20 
CD4 24,70 24,60 23,90 29,00 29,30 28,80 30,00 28,80 29,00 
Rsp18 18,90 18,90 18,90 20,90 20,90 20,90 22,90 22,10 22,00 
b-actin 17,30 18,10 17,00 ND 29,20 26,50 21,20 21,00 21,20 
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Gene  48 h A 48 h B 48 h C 
CD8α 29,00 28,90 29,00 28,90 29,00 29,00 28,00 28,00 28,70 
TCR_β 29,20 29,20 29,20 29,20 29,10 29,20 27,20 28,00 27,40 
CD4 27,90 27,90 28,90 29,90 28,90 28,80 26,10 26,10 26,10 
Rsp18 21,50 21,00 21,10 21,00 21,10 21,40 19,10 19,00 19,20 
b-actin 20,60 20,10 20,10 21,10 21,00 21,20 17,10 17,20 17,40 
 
Gene  72 h A 72 h B 72 h C 
CD8α 23,80 23,80 23,70 28,20 27,80 28,70 28,80 28,80 29,00 
TCR_β 24,90 24,80 24,80 28,80 29,50 28,90 30,00 30,10 29,90 
CD4 27,50 28,00 27,50 27,70 27,70 27,60 27,70 27,70 27,80 
Rsp18 21,60 21,70 21,60 20,80 20,90 20,90 22,50 21,10 21,20 
b-actin 20,20 19,40 19,80 19,00 18,90 19,00 20,00 20,00 20,10 
 
Gene  4 d A 4 d B 4 d C 
CD8α 26,00 25,90 25,90 28,80 28,90 28,70 28,80 27,80 28,40 
TCR_β 27,50 28,00 28,00 28,50 29,00 28,60 29,90 29,90 29,90 
CD4 26,50 26,50 26,50 25,70 26,00 25,70 27,90 27,80 28,10 
Rsp18 22,30 21,90 22,90 22,70 22,50 22,50 23,20 21,90 22,00 
b-actin 19,50 20,20 20,20 18,00 18,40 17,70 21,00 21,00 21,40 
 
 
Σχήμα 13. Γραφική παράσταση των τιμών Ct για κάθε υπό μελέτη γονίδιο 
Με σκοπό την καλύτερη κατανόηση των αποτελεσμάτων της έκφρασης των 
γονιδίων CD4, CD8α και TCR-β του λαβρακιού μετά από πειραματική μόλυνση με 
τον ιό Noda, πραγματοποιήθηκε μετά-ανάλυση των αποτελεσμάτων με ειδικά 
προγράμματα (RT² Profiler PCR Array Analysis version 3.5 Qiagen, Prism). Στον 
Πίνακα 24 απεικονίζεται η γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων CD8α, 
TCR-β και CD4 στα μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 
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72 ωρών και 4 ημερών σε σχέση με τα υγιή μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group). 
Η b-actin χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς. 
Πίνακας 24. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων που κωδικοποιούν για τα CD8α, TCR-β και 
CD4 μόρια στα μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών  και 4 ημερών 
ως προς τα μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group) 
 
Control 
group 
6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 
CD8α 1 1,6899 0,3598 0,9511 0,5992 0,6397 
TCR-β 1 10,8551 0,4386 2,4813 0,9188 1,6371 
CD4 1 36,8272 4,4596 15,7088 15,116 31,4198 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
 
 
Εικόνα 30. Διάγραμμα 2-διαστάσεων (2D-Clustergram) έκφρασης ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β 
και CD4 του λαβρακιού μετά από πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda μέσω πλευρικής γραμμής με 
γονίδιο αναφοράς τη β-ακτίνη (Control group: Μη-μολυσμένα λαβράκια, group 1: 6 ώρες μετά τη 
μόλυνση, group 2: 24 ώρες μετά τη μόλυνση,group 3: 48 ώρες μετά τη μόλυνση, group 4: 72 ώρες μετά 
τη μόλυνση, group 5: 4 ημέρες μετά τη μόλυνση).  
Στη συνέχεια, έγινε στατιστική ανάλυση της μεταβολής της έκφρασης των 
γονιδίων για κάθε χρονικό σημείο μετά τη μόλυνση σε σχέση με τα υγιή, μη-
μολυσμένα λαβράκια. Επιλέχθηκε το διάγραμμα 2-διαστάσεων (Εικόνα 30) και η 
απεικόνιση διασποράς (scatter plot) (Εικόνα 31, 32, 33, 34, 35). 
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Εικόνα 31. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 6 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 1) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
 
Εικόνα 32. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 24 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 2) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
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.  
Εικόνα 33. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 48 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 3) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
 
 
 
Εικόνα 34. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 72 ώρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 4) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
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Εικόνα 35. Διάγραμμα διασποράς της έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, TCR-β και CD4 του 
λαβρακιού 4 ημέρες μετά από την πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda (group 5) σε σύγκριση με την 
αντίστοιχη έκφραση των γονιδίων των υγιών, μη μολυσμένων λαβρακιών (control group). 
 
Στο Σχήμα 14 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για το μόριο CD8α, το οποίο εκφράζεται στην επιφάνεια των CD8+ Τ-
κυττάρων αλληλεπιδρά με τα MHC I μόρια και συμμετέχει στην ανοσολογική σύναψη 
των CD8+ Τ-κυττάρων  με τα APCs. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, 24 ώρες μετά τη 
μόλυνση σημειώθηκε μικρή υπερέκφραση του CD8α μορίου (~1,6 μεταβολή σε 
σχέση με τα μη μολυσμένα λαβράκια), ενώ στις 24 ώρες παρατηρήθηκε στατιστικά 
σημαντική υποέκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για το CD8α μόριο.  
 
Σχήμα 14. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου CD8α (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4 ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
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Στο Σχήμα 15 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για το μόριο TCR-β που συμμετέχει στο σχηματισμό του ειδικού 
υποδοχέα των Τ κυττάρων, ο οποίος αναγνωρίζει αντιγόνα που παρουσιάζονται 
στην επιφάνεια των APCs μέσω των MHC I & II μορίων. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα, παρατηρήθηκε υποέκφραση του γονιδίου την 1η ημέρα, ενώ τη 2η 
ημέρα μετά τη μόλυνση η έκφραση του γονιδίου αυξήθηκε.  
 
Σχήμα 15. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TCR-β (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4  ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). Στατιστικά 
σημαντική υπερέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
Αντίστοιχα, στο Σχήμα 16 απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του 
γονιδίου που κωδικοποιεί για το μόριο CD4, το οποίο εκφράζεται στην επιφάνεια των 
CD4+ Τ-κυττάρων, αλληλεπιδρά με τα MHC II μόρια και συμμετέχει στην 
ανοσολογική σύναψη των CD4+ Τ κυττάρων με τα APCs. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα, παρατηρήθηκε υπερέκφραση του γονιδίου από τις 6 ώρες έως τις 4 
ημέρες μετά τη μόλυνση με τον ιό Noda 
 
Σχήμα 16. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου CD4 (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4  ημερών ως προς τα μη-
μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
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3.4.    ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΗ ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΩΝ ΔΥΟ 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΩΝ ΜΟΛΥΝΣΕΩΝ 
3.4.1.  qPCR’s για τη χυμική ανοσία του λαβρακιού 
Στον Πίνακα 25 και το Σχήμα 17, απεικονίζονται τα συγκριτικά στοιχεία της 
έκφρασης  του γονιδίου που κωδικοποιεί για την IgM ανοσοσφαιρίνη,  η οποία 
παράγεται από τα Β κύτταρα των λαβρακιών που μολύνθηκαν με Nodavirus είτε με 
ενδομυϊκή χορήγηση του ιού κάτω από το ραχιαίο πτερύγιο είτε διαδερμικά δια μέσου 
της πλευρικής γραμμής. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα  των πειραματισμών, 
διαφορές στην έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 
24, 48, 72 ώρες και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση. Ειδικότερα, στην ομάδα των 
λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά σημειώθηκε υποέκφραση του γονιδίου, ενώ 
αντίστοιχα στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν ενδομυϊκά ανάλογη 
υποέκφραση του γονιδίου σημειώθηκε αργότερα, 4 ημέρες μετά τη μόλυνση.    
Πίνακας 25. Συγκριτική γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου που κωδικοποιεί για το IgM 
μόριο σε λαβράκια που μολύνθηκαν με τον ιο Noda λαβράκια μέσω του ραχιαίου πτερυγίου ή 
διαδερμικά μέσω της πλευρικής γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 ωρών και 4 ημερών σε σχέση με 
υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group)  
Τρόπος μόλυνσης Γονίδιο 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 
Ενδομυϊκή χορήγηση 
(ραχιαίο πτερύγιο) 
IgM 1,21 1,2123 0,9475 0,9188 0,1539 
Διαδερμική χορήγηση 
(πλευρική γραμμή) 
IgM 1,1366 0,1371 0,4454 0,1984 0,5878 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονιδίου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα). 
 
 
Σχήμα 17. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου IgM (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια από το ραχιαίο πτερύγιο σε σύγκριση με τη μόλυνση μέσω πλευρικής 
γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4 ημερών ως προς τα μη-μολυσμένα λαβράκια 
(control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
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Αντίστοιχα, στον Πίνακα 26 και το Σχήμα 18, απεικονίζονται τα συγκριτικά 
στοιχεία της έκφρασης  του γονιδίου που κωδικοποιεί για την κυτταροκίνη IL-10, η 
οποία παράγεται από τα Τ κύτταρα του πρόσθιου τμήματος του νεφρού λαβρακιών 
που μολύνθηκαν με Nodavirus είτε με ενδομυϊκή χορήγηση του ιού κάτω από το 
ραχιαίο πτερύγιο είτε διαδερμικά δια μέσου της πλευρικής γραμμής. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα  των πειραματισμών, διαφορές στην έκφραση του γονιδίου μεταξύ των 
δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 6, 24 και 48 ώρες, καθώς και 4 ημέρες μετά τη 
μόλυνση. Ειδικότερα, στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν ενδομυϊκά 
σημειώθηκε υπερέκφραση του γονιδίου 6 και 24 ώρες μετά τη μόλυνση σε αντίθεση 
με την ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά στην οποία σημειώθηκε 
υποέκφραση του γονιδίου της IL10.  
Πίνακας 26. Συγκριτική γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου που κωδικοποιεί για το IL-10  
μόριο σε λαβράκια που μολύνθηκαν με τον ιο Noda λαβράκια μέσω του ραχιαίου πτερυγίου ή 
διαδερμικά μέσω της πλευρικής γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 ωρών και 4 ημερών σε σχέση με 
υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group) 
Τρόπος μόλυνσης Γονίδιο 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 
Ενδομυϊκή χορήγηση 
(ραχιαίο πτερύγιο) 
IL-10   4,3078 4,4652 2,4623 1,5874 0,1823 
Διαδερμική χορήγηση 
(πλευρική γραμμή) 
IL-10   1,1279 0,1481 0,6496 0,7637 0,8441 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα)  
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονιδίου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Σστατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα). 
 
 
Σχήμα 18. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TCR-β (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια από το ραχιαίο πτερύγιο σε σύγκριση με τη μόλυνση μέσω πλευρικής 
γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4 ημερών ως προς τα μη-μολυσμένα λαβράκια 
(control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). Στατιστικά σημαντική 
υπερέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
Τέλος, στον  Πίνακα 27 και το Σχήμα 19, απεικονίζονται τα συγκριτικά 
στοιχεία της έκφρασης  του γονιδίου που κωδικοποιεί για την κυτταροκίνη TGF-β στα 
Τ κύτταρα του πρόσθιου τμήματος του νεφρού λαβρακιών που μολύνθηκαν με 
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Nodavirus είτε με ενδομυϊκή χορήγηση του ιού κάτω από το ραχιαίο πτερύγιο είτε 
διαδερμικά δια μέσου της πλευρικής γραμμής. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα  των 
πειραματισμών, διαφορές στην έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων 
επισημάνθηκαν στις 6 ώρες μετά τη μόλυνση, η οποία αφορούσε σε υπερέκφραση 
του γονιδίου στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά μέσω της 
πλευρικής γραμμής. 
Πίνακας 27. Συγκριτική γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου που κωδικοποιεί για το TGF-β  
μόριο σε λαβράκια που μολύνθηκαν με τον ιο Noda λαβράκια μέσω του ραχιαίου πτερυγίου ή 
διαδερμικά μέσω της πλευρικής γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 ωρών και 4 ημερών σε σχέση με 
υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group) 
Τρόπος μόλυνσης Γονίδιο 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 
Ενδομυϊκή χορήγηση 
(ραχιαίο πτερύγιο) 
TGF-β   0,0176 1,1938 0,7071 2,3876 1,1311 
Διαδερμική χορήγηση 
(πλευρική γραμμή) 
TGF-β   7,4772 0,2588 1,3348 2,7852 0,8091 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα). 
 
 
Σχήμα 19. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TGF-β  (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια από το ραχιαίο πτερύγιο σε σύγκριση με τη μόλυνση μέσω πλευρικής 
γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4 ημερών ως προς τα μη-μολυσμένα λαβράκια 
(control group). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
 
3.4.2.  qPCR’s για τη κυτταρική ανοσία του λαβρακιού 
Στον Πίνακα 28 και το Σχήμα 20, απεικονίζονται τα συγκριτικά στοιχεία της 
έκφρασης  του γονιδίου που κωδικοποιεί για το CD8α μόριο στα κύτταρα του 
πρόσθιου τμήματος του νεφρού λαβρακιών που μολύνθηκαν με Nodavirus είτε με 
ενδομυϊκή χορήγηση του ιού κάτω από το ραχιαίο πτερύγιο είτε διαδερμικά δια μέσου 
της πλευρικής γραμμής. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα  των πειραματισμών, 
διαφορές στην έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 
24 ώρες μετά τη μόλυνση. Ειδικότερα, στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν 
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διαδερμικά σημειώθηκε υποέκφραση του γονιδίου, ενώ αντίστοιχα στην ομάδα των 
λαβρακιών που μολύνθηκαν ενδομυϊκά ανάλογη υποέκφραση του γονιδίου 
σημειώθηκε αργότερα, 4 ημέρες μετά τη μόλυνση.   
Πίνακας 28. Συγκριτική γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου που κωδικοποιεί για το CD8α 
μόριο σε λαβράκια που μολύνθηκαν με τον ιο Noda λαβράκια μέσω του ραχιαίου πτερυγίου ή 
διαδερμικά μέσω της πλευρικής γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 ωρών και 4 ημερών σε σχέση με 
υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group)  
Τρόπος μόλυνσης Γονίδιο 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 
Ενδομυϊκή χορήγηση 
(ραχιαίο πτερύγιο) 
CD8α 1,2288 1,5392 1,1311 0,8706 0,2406 
Διαδερμική 
χορήγηση (πλευρική 
γραμμή) 
CD8α 1,6899 0,3598 0,9511 0,5992 0,6397 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονιδίου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Σστατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα). 
 
 
Σχήμα 20. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου CD8α (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια από το ραχιαίο πτερύγιο σε σύγκριση με τη μόλυνση μέσω πλευρικής 
γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4 ημερών ως προς τα μη-μολυσμένα λαβράκια 
(control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
Αντίστοιχα, στον Πίνακα 29 και το Σχήμα 21, απεικονίζονται τα συγκριτικά 
στοιχεία της έκφρασης  του γονιδίου που κωδικοποιεί για το TCR-β μόριο στα 
κύτταρα του πρόσθιου τμήματος του νεφρού λαβρακιών που μολύνθηκαν με 
Nodavirus είτε με ενδομυϊκή χορήγηση του ιού κάτω από το ραχιαίο πτερύγιο είτε 
διαδερμικά δια μέσου της πλευρικής γραμμής. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα  των 
πειραματισμών, διαφορές στην έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων 
επισημάνθηκαν στις 6 και 48 ώρες, καθώς και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση. Ειδικότερα, 
στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά σημειώθηκε υπερέκφραση 
του γονιδίου 6 και 48 ώρες μετά τη μόλυνση, ενώ υποέκφραση του γονιδίου 
πρατηρήθηκε μόνο στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν ενδομυϊκά με τον ιό 
4 ημέρες μετά τη μόλυνση. 
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Πίνακας 29. Συγκριτική γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου που κωδικοποιεί για το TCR-β 
μόριο σε λαβράκια που μολύνθηκαν με τον ιο Noda λαβράκια μέσω του ραχιαίου πτερυγίου ή 
διαδερμικά μέσω της πλευρικής γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 ωρών και 4 ημερών σε σχέση με 
υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group) 
Τρόπος μόλυνσης Γονίδιο 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 
Ενδομυϊκή χορήγηση 
(ραχιαίο πτερύγιο) 
TCR-β   0,6239 0,3536 1,2311 1,3926 0,2578 
Διαδερμική 
χορήγηση (πλευρική 
γραμμή) 
TCR-β   10,8551 0,4386 2,4813 0,9188 1,6371 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα)  
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονιδίου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Σστατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα). 
 
 
Σχήμα 21. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TCR-β (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια από το ραχιαίο πτερύγιο σε σύγκριση με τη μόλυνση μέσω πλευρικής 
γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4 ημερών ως ως προς τα μη-μολυσμένα λαβράκια 
(control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
Τέλος, στον  Πίνακα 30 και το Σχήμα 22, απεικονίζονται τα συγκριτικά 
στοιχεία της έκφρασης  του γονιδίου που κωδικοποιεί για το CD4μόριο στα κύτταρα 
του πρόσθιου τμήματος του νεφρού λαβρακιών που μολύνθηκαν με Nodavirus είτε 
με ενδομυϊκή χορήγηση του ιού κάτω από το ραχιαίο πτερύγιο είτε διαδερμικά δια 
μέσου της πλευρικής γραμμής. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα  των πειραματισμών, 
διαφορές στην έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 6, 
48 και 72 ώρες, καθώς και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση, η οποία αφορούσε σε 
υπερέκφραση του γονιδίου στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά 
μέσω της πλευρικής γραμμής. 
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Πίνακας 30. Συγκριτική γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου που κωδικοποιεί για το CD4 
μόριο σε λαβράκια που μολύνθηκαν με τον ιο Noda λαβράκια μέσω του ραχιαίου πτερυγίου ή 
διαδερμικά μέσω της πλευρικής γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 ωρών και 4 ημερών σε σχέση με 
υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group) 
Τρόπος μόλυνσης Γονίδιο 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 
Ενδομυϊκή χορήγηση 
(ραχιαίο πτερύγιο) 
CD4 0,979 5,0058 3,3314 6,0454 1,9827 
Διαδερμική 
χορήγηση (πλευρική 
γραμμή) 
CD4 36,8272 4,4596 15,7088 15,116 31,4198 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα)  
Σστατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα). 
 
 
Σχήμα 22. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου CD4 (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια από το ραχιαίο πτερύγιο σε σύγκριση με τη μόλυνση μέσω πλευρικής 
γραμμής στα χρονικά σημεία 6, 24, 48, 72 ωρών και 4 ημερών ως προς τα μη-μολυσμένα λαβράκια 
(control group). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονίδιου (* p<0.05). 
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3.5.    ΕΚΦΡΑΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΜΟΛΥΝΣΗ ΜΕ 
b-Nodavirus ΣΕ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΑ ΜΟΛΥΣΜΕΝΑ 
ΛΑΒΡΑΚΙΑ ΠΟΥ ΔΙΕΤΡΑΦΗΣΑΝ ΜΕ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ 
ΣΙΤΗΡΕΣΙΟ ΜΕ ΑΙΘΕΡΙΑ ΕΛΑΙΑ ΡΙΓΑΝΗΣ 
 
Θνησιμότητα 
Η θνησιμότητα των λαβρακιών από την ημέρα της μόλυνσης μέχρι και την 
13η ημέρα περιγράφεται στον πίνακα 30. Σε σχέση με την έναρξη και την εξέλιξη της 
θνησιμότητας παρατηρήθηκε ότι ξεκίνησε την πέμπτη ημέρα μετά τη μόλυνση με τον 
ιό και εξελίχθηκε όπως αναφέρεται και στη διεθνή βιβλιογραφία με τις μέγιστες τιμές 
την 6η και 7η ημέρα μετά τη μόλυνση. Το τελικό ποσοστό θνησιμότητας των 
λαβρακιών έως και την 14η ημέρα του πειραματισμού σε σχέση με τον αρχικό τους 
πληθυσμό τη στιγμή της μόλυνσης ήταν 46% στα ψάρια που μολύνθηκαν ενδομυικά, 
31% στα ψάρια που μολύνθηκαν ενδομυικά και διετράφησαν με το σιτηρέσιο που 
εμπλουτίστηκε με το αιθέριο έλαιο της ρίγανης σε συγκέντρωση 1000pppm και 30% 
στα ψάρια που μολύνθηκαν ενδομυικά και διετράφησαν με το σιτηρέσιο που 
εμπλουτίστηκε με το αιθέριο έλαιο της ρίγανης σε συγκέντρωση 2000 ppm (γράφημα 
15). 
Ημέρες Αριθμός νεκρών 
που μολύνθηκαν 
ενδομυικά 
Αριθμός νεκρών 
που διετράφησαν 
με 1000 ppm 
Αριθμός νεκρών 
που διετράφησαν 
με 2000 ppm 
1 ημέρα     
2 ημέρα 1   
3 ημέρα 1 1  
4 ημέρα     
5 ημέρα 4 4  
6 ημέρα 14 11 5 
7 ημέρα 15 8 11 
8 ημέρα 6 4 2 
9 ημέρα 3 1 5 
10 ημέρα   3 
11 ημέρα    
12 ημέρα 1 1 2 
13 ημέρα  1 2 
14 ημέρα    
ΣΥΝΟΛΟ 46 31 30 
Πίνακας 30. Αριθμός νεκρών ψαριών ανά ημέρα 
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Γράφημα 15. Εξέλιξη της θνησιμότητας 
 
Ποσοτικός προσδιορισμός  του ιικού φορτίου 
Στο γράφημα 16 που ακολουθεί, φαίνονται οι τίτλοι του ιού που 
απομονώθηκαν από τους διάφορους ιστούς εκφρασμένοι σε log10 στις διαφορετικές 
δειγματοληψίες που διενεργήθηκαν. 
 
Γράφημα 16. Τίτλοι του ιού noda σε ομαδοποιημένα δείγματα εγκεφάλου των λαβρακιών εκφρασμένοι 
σε log10  (απόδοση τίτλου σε ολόκληρο τον ιστό) 
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3.5.1.  Απομόνωση ολικού RNA / Κατασκευή τράπεζας cDNA 
από δείγματα προνέφρου / Προσδιορισμός σωματομετρικών 
δεικτών και αιματολογικών παραμέτρων 
Πραγματοποιήθηκε τυχαία επιλογή 48 δειγμάτων πρόνεφρου από όλες τις 
ομάδες και τις  ημέρες των δειγματοληψιών για περαιτέρω ανάλυσή τους. Από τα 
δείγματα εξήχθη ολικό RNA και δημιουργήθηκε τράπεζα η οποία φυλάσσεται στους  -
80 °C. Η εξαγωγή του ολικού RNA έγινε με το Nucleospin RNA Kit (Macherey-Nagel), 
σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε 
παρατίθεται παρακάτω: με τη χρήση αποστειρωμένων χειρουργικών εργαλείων, 
συλλέχθηκε τεμάχιο (έως 30mg), από τους παραπάνω πρόνεφρους, τα βάρη των 
οποίων φαίνονται στον Πίνακα 31. Κατόπιν, πραγματοποίηθηκε μηχανική 
ομογενοποίηση του τεμαχίου με το έμβολο σύριγγας 1 ml και προσθήκη διαλύματος 
που περιέχει b-mercaptoethanol για τη λύση των κυττάρων. Tο διάλυμα μεταφέρθηκε 
σε στήλες (μωβ κολώνες) και ακολούθησε φυγοκέντρηση αυτών για τον καθαρισμό 
του και τη μείωση του ιξώδους του διαλύματος. Εν συνεχεία, αφού προστέθηκε 
διάλυμα 70% αιθανόλης, το συνολικό διάλυμα μεταφέρθηκε σε άλλες στήλες 
(γαλάζιες κολώνες) και ακολούθησε φυγοκέντρηση αυτών  για την απομάκρυνση των 
προσμίξεων και την προσρόφηση του RNA στη μεμβράνη πυριτίου. 
Πραγματοποιήθηκαν εκπλύσεις της μεμβράνης με τη χρήση διαλυμάτων γουανιδίνης 
και αιθανόλης για την περαιτέρω απομάκρυνση προσμίξεων. Προστέθηκε ενζυμικό 
διάλυμα DNAσης για την αποδόμηση των μορίων DNA. Τέλος, πραγματοποιήθηκε 
έκλουση του RNA με την προσθήκη στις στήλες, διαλύματος με υψηλή 
περιεκτικότητα αλάτων. Ακολούθησε φωτομέτρηση των 48 δειγμάτων RNA με τη 
χρήση της τεχνολογίας Nanodrop, τα αποτελέσματα της οποίας παρατίθενται στον 
Πίνακα 31. 
Πίνακας 31. Βάρος τεμαχίων προνέφρου και συγκεντρώσεις δειγμάτων RNA 
α/α Δείγμα 
Βάρος προνεφρικού 
τεμαχίου (mgr) 
Συγκέντρωση 
RNA (ng/μl) 
A260/280 
 
1 CTR 1000ppm 1Γ2 16,3 955 2,16 
2 CTR 1000ppm 2Γ1 11,6 109,2 2,13 
3 CTR 1000ppm 2Γ2 13,9 121,2 2,12 
4 CTR 2000ppm 1Θ2 19,1 483,3 2,16 
5 CTR 2000ppm 2Θ2 8,8 110,8 2,12 
6 CTR 2000ppm 2Θ1 10,6 210,5 2,15 
7 Inf 6h 1000ppm 2Γ1 11,3 159,2 2,14 
8 Inf 6h 1000ppm 1Γ1 13,5 242,3 2,15 
9 Inf 6h 1000ppm 1Γ2 18,2 392,9 2,16 
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10 Inf 6h 2000ppm 2Θ3 19,5 458,2 2,16 
11 Inf 6h 2000ppm 1Θ3 16,6 192,6 2,14 
12 Inf 6h 2000ppm 2Θ2 28,5 365,7 2,16 
13 Inf 24h 1000ppm 1Γ2 11,3 266,5 2,15 
14 Inf 24h 1000ppm 1Γ1 11,3 281,7 2,17 
15 Inf 24h 1000ppm 2Γ2 16,3 206,9 2,15 
16 Inf 24h 2000ppm 2Θ3 13,3 173,7 2,16 
17 Inf 24h 2000ppm 2Θ2 15,8 829,2 2,15 
18 Inf 24h 2000ppm 2Θ1 15,6 563,3 2,18 
19* Inf 48h 1000ppm 1Γ2 13,1 389,3 2,16 
20* Inf 48h 1000ppm 2Γ2 13,5 501,1 2,19 
21* Inf 48h 1000ppm 1Γ1 10,8 639,3 2,18 
22* Inf 48h 2000ppm 2Θ1 8,2 312 2,11 
23* Inf 48h 2000ppm 2Θ3 10,8 379 2,16 
24* Inf 48h 2000ppm 2Θ2 8,7 349,6 2,15 
25* Inf 72h 1000ppm 1Γ1 12,9 565,7 2,12 
26* Inf 72h 1000ppm 2Γ2 14,3 337,2 2,16 
27* Inf 72h 1000ppm 1Γ2 13,8 549,2 2,08 
28* Inf 72h 2000ppm 1Θ1 15,5 680,1 2,07 
29* Inf 72h 2000ppm 2Θ3 11,7 266,2 2,16 
30* Inf 72h 2000ppm 2Θ1 18,6 1172,9 2,13 
31* Inf 4d 1000ppm 2Γ1 8,5 60,6 2,19 
32* Inf 4d 1000ppm 2Γ2 10,5 343,8 2,15 
33* Inf 4d 1000ppm 1Γ2 10,9 326,8 2,15 
34* Inf 4d 2000ppm 1Θ3 11,8 386,9 2,15 
35* Inf 4d 2000ppm 1Θ1 8,8 306,1 2,15 
36* Inf 4d 2000ppm 2Θ3 11,3 189,6 2,16 
37* Inf 7d 1000ppm 2Γ1 6 269,3 2,12 
38* Inf 7d 1000ppm 2Γ2 7,3 176,1 2,13 
39* Inf 7d 1000ppm 1Γ2 7,8 397,9 2,16 
40* Inf 7d 2000ppm 1Θ3 7,6 269,1 2,16 
41* Inf 7d 2000ppm 2Θ3 11,4 379,5 2,16 
42* Inf 7d 2000ppm 1Θ1 11 301,5 2,13 
43* Inf 14d 1000ppm 1Γ2 17,3 382,6 2,15 
44* Inf 14d 1000ppm 1Γ1 5,6 327,4 2,12 
45* Inf 14d 1000ppm 2Γ1 7 377,5 2,14 
46* Inf 14d 2000ppm 1Θ1 10,8 280,7 2,16 
47* Inf 14d 2000ppm 2Θ3 6 15,8 2,22 
48* Inf 14d 2000ppm 2Θ1 9 34,8 2,11 
 
Ακολούθως διενεργήθηκε μετατροπή του RNA που απομονώθηκε από τα 
δείγματα, σε cDNA, προκειμένου το τελευταίο να χρησιμοποιηθεί στην αλυσιδωτή 
αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου. Για την παραγωγή cDNA 
χρησιμοποιήθηκε το PrimeScript RT Reagent kit (Taqara), σύμφωνα με τις οδηγίες 
του κατασκευαστή. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 10μl που περιείχε 
το RNA ως στόχο ή ddH2O ως αρνητικό δείγμα ελέγχου, το 5x Prime Script buffer, το 
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Prime Script Enzyme Mix I, τα Random Hexamers (100μΜ) και RNAse free dH2O. Το 
πρωτόκολλο της αντίδρασης που εφαρμόστηκε στο θερμικό κυκλοποιητή GeneAmp 
PCR System 9700( Applied Biosystems, Singapore) ήταν: δράση της αντίστροφης 
μεταγραφάσης στους 37°C για 15min και  απενεργοποίηση της αντίστροφης 
μεταγραφάσης με θερμικό σοκ στους 85°C για 30sec 
Τα λαβράκια που μολύνθηκαν με τον ιό ανέπτυξαν συμπτωματολογία τυπικής 
ιογενούς εγκεφαλοπάθειας – αμφιβληστροειδοπάθειας των ιχθύων που οφείλεται 
στον ιό Noda. Συγκεκριμένα καταγράφηκαν κλινικά συμπτώματα, όπως ανορεξία, 
σκούρος χρωματισμός του δέρματος, ληθαργικότητα, διαταραχές στην πλεύση, 
απότομη διέγερση μετά την πρόκληση stress, παραμονή στον πυθμένα ή την 
επιφάνεια του ενυδρείου σε πλάγια θέση ή ανάσκελα για μεγάλο χρονικό διάστημα.  
Τα μέλη της ομάδας Α επισήμαναν ότι η εκδήλωση των κλινικών συμπτωμάτων 
καθυστέρησε στην ομάδα λαβρακιών που διατράφηκαν με τροφή που περιείχε 2000 
ppm αιθέριου ελαίου ρίγανης. Αυτή η καθυστερημένη εμφάνιση και εξέλιξη της 
χαρακτηριστικής συμπτωματολογίας  ήταν ευκρινώς  πιο ήπια σε αυτή την ομάδα σε 
σχέση με την πειραματική ομάδα των λαβρακιών που διατράφηκαν με 1000 ppm 
αιθέριου ελαίου ρίγανης, ενώ ήταν εμφανής η βαρύτητα των συμπτωμάτων στην 
ομάδα έλεγχου που διατράφηκε με εμπορική τροφή.  
Σε πρώτη φάση πραγματοποιήθηκε επεξεργασία των μετρήσεων που 
ελήφθησαν από όλα τα δείγματα των λαβρακιών και προσδιορίστηκε ο 
σπληνοσωματικός δείκτης, ενώ εργαστηριακά προσδιορίστηκαν διάφοροι 
αιματολογικοί παράμετροι και συγκεκριμένα ο αιματοκρίτης, καθώς και  ο αριθμός 
των λευκοκυττάρων και των ερυθροκυττάρων.  
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα (Σχήμα 23) παρατηρήθηκε μια μικρή 
αυξητική τάση στο σπληνοσωματικό δείκτη, 24 ώρες μετά τη μόλυνση, η οποία 
φάνηκε να κινείται πτωτικά στις ομάδες των λαβρακιών που διετράφησαν με 
1000 ή 2000 ppm, 4 και 7 ημέρες μετά τη μόλυνση σε σχέση με τις αντίστοιχες 
τιμές του σπληνοσωματικού δείκτη των μολυσμένων λαβρακιών που 
διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο, γεγονός που ενδεχομένως να υποδεικνύει 
μια ευεργετική και προστατευτική δράση του ριγανελαίου στην εκτροφή του 
λαβρακιού. Αντίστοιχα, ουδεμία στατιστικά σημαντική μεταβολή παρατηρήθηκε 
στις τιμές του αιματοκρίτη όλων των υπό εξέταση ομάδων (Σχήμα 24). 
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Σχήμα 23. Σπληνοσωματικός δείκτης δειγμάτων σε σχέση με το χρόνο μετά τη μόλυνση 
 
Σχήμα 24. Αιματοκρίτης σε σχέση με το χρόνο  μετά τη μόλυνση. 
 
Ο αριθμός των ερυθροκυττάρων και των λευκοκυττάρων στα δείγματα όλων 
των ομάδων απεικονίζονται στους Πίνακες 32 και 33. Πιο συγκεκριμένα, τόσο η 
διατροφή με ριγανέλαιο, όσο και η πειραματική μόλυνση με τον ιό Noda δεν φαίνεται 
να επιρεάζει τον αριθμό των ερυθροκυττάρων, ενώ μια προοδευτική 
λεμφοκυττάρωση παρατηρήθηκε στα μολυσμένα λαβράκια που διετράφηκαν με το 
εμπορικό σιτηρέσιο, ενώ τα μολυσμένα λαβράκια που διατράφηκαν είτε με 1000 ppm 
είτε με 2000 ppm στο ημερήσιο σιτηρέσιο διατήρησαν σταθερό τον αριθμό των 
λευκοκυττάρων τους.  
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Πίνακας 32. Αριθμός ερυθρών κυττάρων στα διαφορετικά χρονικά σημεία μετά τη μόλυνση σε όλες τις 
ομάδες των ιχθύων 
                   RBC (κύτταρα/ml) 
Ομάδες 
Χρονικά σημεία μετά τη μόλυνση (h) 
72h 96h 168h 336h 
Infected    ( n=6) 337.6 x 107 286 x 107 284.5 x 106 298 x 107 
Infected 1000ppm    
(n=4) 
349.6 x 107 384 x 107 371 x 106 322 x 107 
Infected 2000ppm    
(n=6) 
369.75 x 107 355.5 x 107 352.5 x 106 343.2 x 107 
 
Πίνακας 33. Αριθμός λευκοκυττάρων στα διαφορετικά χρονικά σημεία μετά τη μόλυνση σε όλες τις 
ομάδες των ιχθύων 
                    WBC (κύτταρα/ml) 
Ομάδες 
Χρονικά σημεία μετά τη μόλυνση (h) 
72h 96h 168h 336h 
Infected      (n=6) 87.32 x 106 *142.8 x 106 *184 x 106 *247.8 x 106 
Infected 1000ppm   
(n=4) 
107.5 x 106 92 x 106 88 x 106 98.1 x 106 
Infected 2000ppm    
(n=6) 
66.5 x 106 80 x 106 64 x 106 72.9 x 106 
 
3.5.1.  qPCR’s για τη χυμική ανοσία του λαβρακιού 
Εφαρμόσθηκαν qRT-PCRs και μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των 
γονιδίων IgM, IL-10 και TGF-b με γονίδια αναφοράς Rsp18 και b-actin. Στους 
Πίνακες 34 και 35, καθώς και στο Σχήμα 25 παρουσιάζονται αναλυτικά οι τιμές των 
Ct που απεικονίζουν την  εμφάνιση ειδικού προϊόντος των υπό μελέτη γονιδίων σε 
δείγματα υγιών και μολυσμένων με Nodavirus λαβρακιών που διετράφησαν με 
σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 1000 ppm ριγανέλαιου. 
Πίνακας 34. Δείγματα υγιών ιχθύων που έχουν διατραφεί με σιτηρέσιο που περιείχε 1000 ppm 
αιθέριου ελαίου ρίγανης 
Gene CNTR 1000 1G2 CNTR 1000 2G1 CNTR 1000 2G2 
IgM 29,60 29,70 30,60 26,30 26,60 26,50 24,90 24,70 24,90 
IL-10 38,40 38,30 37,50 34,70 33,60 33,60 32,00 32,30 31,10 
TGF-b 36,20 30,40 30,40 32,10 31,90 32,10 31,30 31,60 31,50 
Rsp18 23,80 23,60 23,60 22,70 22,80 23,10 23,30 22,90 22,20 
b-actin 19,00 18,90 18,80 19,70 19,80 19,80 19,90 19,00 20,00 
 
Πίνακας 35. Δείγματα ιχθύων που έχουν διατραφεί με σιτηρέσιο που περιείχε 1000 ppm 
αιθέριου ελαίου ρίγανης και στη συνέχεια μολύνθηκαν με ιό Noda 
Gene  Inf 6 h 1000 2G1 Inf 6 h 1000 1G1 Inf 6 h 1000 1G2 
IgM 28,80 26,90 26,40 27,40 26,90 27,50 27,60 27,70 27,40 
IL-10 33,10 32,70 32,90 33,30 34,40 34,20 33,80 34,60 34,70 
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TGF-b 33,00 33,70 32,90 37,60 35,90 34,70 35,90 36,60 35,00 
Rsp18 23,00 23,00 22,90 22,80 22,90 22,90 24,30 23,10 23,10 
b-actin 20,30 20,00 20,20 20,00 20,10 19,20 20,40 20,20 20,50 
 
Gene  Inf 24 h 1000 1G2 Inf 24 h 1000 1G1 Inf 24 h 1000 2G2 
IgM 26,50 26,40 26,50 27,30 28,30 27,80 26,80 26,50 26,70 
IL-10 34,50 34,10 34,40 34,40 34,50 34,70 33,80 33,40 370 
TGF-b 31,60 31,40 32,40 30,70 30,60 31,70 31,10 30,90 32,30 
Rsp18 23,10 23,00 23,00 22,90 23,00 23,10 23,50 22,10 22,40 
b-actin 21,50 20,60 21,20 20,10 20,10 20,10 19,40 19,10 19,00 
 
Gene  Inf 48 h 1000 1G2 Inf 48 h 1000 2G2 Inf 48 h 1000 1G1 
IgM 27,70 27,70 27,60 27,50 26,50 26,70 28,80 26,40 30,20 
IL-10 32,80 32,60 34,90 35,30 34,50 34,60 37,30 34,60 ND 
TGF-b 32,80 32,60 35,10 32,70 33,10 33,50 30,50 30,20 30,20 
Rsp18 24,10 23,90 24,00 24,20 24,10 24,20 22,50 21,20 21,30 
b-actin 22,00 21,00 21,20 20,30 21,00 21,60 19,00 18,10 18,60 
 
Gene  Inf 72 h 1000 1G1 Inf 72 h 1000 2G2 Inf 72 h 1000 1G2 
IgM 28,50 28,40 28,40 28,40 28,50 28,50 27,60 27,50 27,70 
IL-10 35,50 35,30 35,50 36,30 36,20 36,60 380 36,90 39,10 
TGF-b 32,50 31,80 31,50 33,90 33,70 32,80 32,40 33,00 32,60 
Rsp18 23,10 23,10 23,10 24,10 24,10 24,20 25,40 24,10 24,40 
b-actin 20,80 20,10 20,30 21,10 21,30 21,10 21,40 21,30 21,20 
 
Gene  Inf 4 d 1000 2G1 Inf 4 d 1000 2G2 Inf 4 d 1000 1G2 
IgM 25,50 25,40 25,40 27,70 27,70 27,60 26,90 26,60 26,40 
IL-10 32,00 32,60 32,70 35,20 35,40 35,50 35,40 35,00 35,90 
TGF-b 31,90 33,50 32,50 32,90 33,70 34,80 33,90 34,00 33,00 
Rsp18 23,10 22,90 22,90 25,10 25,00 25,10 25,60 25,10 24,50 
b-actin 21,70 21,00 21,10 21,30 21,20 21,20 21,30 21,50 21,30 
 
Gene  Inf 7 d 1000 2G1 Inf 7 d 1000 2G2 Inf 7 d 1000 1G2 
IgM 28,30 27,60 28,60 26,50 26,50 26,90 28,10 27,80 27,70 
IL-10 34,80 34,40 33,30 33,30 33,50 33,60 36,30 36,00 34,40 
TGF-b 30,50 30,70 30,60 32,60 32,50 32,90 31,10 31,60 32,00 
Rsp18 23,10 23,20 23,20 24,10 24,0 24,20 25,50 24,20 24,30 
b-actin 20,30 19,30 20,20 20,60 20,50 21,30 21,20 20,40 20,60 
 
Gene  Inf 14 d 1000 1G1 Inf 14 d 1000 2G1 Inf 14 h 1000 1G2 
IgM 25,50 25,70 26,20 25,60 25,40 25,70 26,60 26,70 26,90 
IL-10 35,20 34,60 34,80 35,40 37,00 37,20 36,60 36,00 36,90 
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TGF-b 29,40 29,40 29,50 30,50 30,90 31,50 32,50 32,10 32,00 
Rsp18 20,10 20,00 19,90 21,00 21,90 21,30 23,30 22,20 22,40 
b-actin 18,00 17,20 18,10 19,00 19,10 19,10 20,10 20,40 19,50 
 
 
Σχήμα 25. Γραφική παράσταση των τιμών Ct για κάθε υπό μελέτη γονίδιο μετά από την εφαρμογή 
πειραματικού σιτηρεσίου εμπλουτισμένου με 1000ppm ριγανέλαιου. 
 
Αντίστοιχα, στους Πίνακες 36 και 37, καθώς και στο Σχήμα 26 
παρουσιάζονται αναλυτικά οι τιμές των Ct που απεικονίζουν την  εμφάνιση ειδικού 
προϊόντος των υπό μελέτη γονιδίων σε δείγματα υγιών και μολυσμένων με Nodavirus 
λαβρακιών που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 2000 ppm ριγανέλαιου.  
Πίνακας 36. Δείγματα υγιών ιχθύων που έχουν διατραφεί με σιτηρέσιο που περιείχε 2000 ppm 
αιθέριου ελαίου ρίγανης  
Gene  CNTR 2000 1TH2 CNTR 2000 2TH2 CNTR 2000 2TH1 
IgM 28,00 28,90 28,70 25,70 25,00 25,60 27,20 26,90 26,70 
IL-10 ND 35,90 37,50 32,50 33,20 32,20 34,00 33,40 32,90 
TGF-b 31,70 31,60 31,40 31,60 32,40 33,20 31,40 32,30 30,70 
Rsp18 24,10 24,10 24,00 25,10 25,20 25,10 24,60 23,30 23,40 
b-actin 20,40 20,30 21,20 22,00 22,40 22,30 21,30 20,50 21,40 
 
Πίνακας 37. Δείγματα ιχθύων που έχουν διατραφεί με σιτηρέσιο που περιείχε 2000 ppm 
αιθέριου ελαίου ρίγανης και στη συνέχεια μολύνθηκαν με ιό Noda 
Gene  Inf 6 h 2000 2TH3 Inf 6 h 2000 1TH3 Inf 6 h 2000 2TH2 
IgM 28,40 28,50 28,30 26,70 26,60 26,50 27,80 27,70 27,50 
IL-10 37,70 37,00 37,30 35,70 35,20 36,00 38,50 40,80 42,30 
TGF-b 30,40 30,60 31,10 31,50 31,50 32,20 31,00 30,70 35,20 
Rsp18 24,00 23,90 23,90 23,90 23,90 24,00 25,40 24,00 24,30 
b-actin 20,30 20,30 20,20 20,20 20,30 20,20 21,10 21,30 21,50 
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Gene  Inf 24 h 2000 2TH3 Inf 24 h 2000 2TH2 Inf 24 h 2000 2TH1 
IgM 25,50 26,10 26,30 25,50 25,30 25,70 27,60 27,70 30,00 
IL-10 30,50 30,90 32,40 33,40 36,20 34,00 41,10 ND 37,30 
TGF-b 32,60 32,60 31,40 30,70 31,80 31,90 39,20 38,50 ND 
Rsp18 23,00 22,90 23,00 22,00 22,00 22,10 23,30 22,00 24,70 
b-actin 21,20 21,70 21,10 19,10 19,10 19,10 20,00 19,00 22,00 
 
Gene  Inf 48 h 2000 2TH1 Inf 48 h 2000 2TH3 Inf 48 h 2000 2TH2 
IgM 26,60 26,60 26,50 24,50 24,60 24,70 26,70 26,70 26,80 
IL-10 33,00 33,60 33,30 32,10 32,50 32,60 33,30 34,10 34,60 
TGF-b 31,80 31,50 32,60 30,10 28,70 30,30 33,30 33,50 32,10 
Rsp18 23,10 22,90 23,00 20,00 20,00 20,00 24,40 23,10 23,30 
b-actin 20,10 19,30 19,20 17,10 18,00 17,20 20,20 20,20 20,20 
 
Gene  Inf 72 h 2000 1TH1 Inf 72 h 2000 2TH3 Inf 72 h 2000 2TH1 
IgM 29,50 29,50 29,30 27,50 27,60 28,40 28,50 28,40 28,40 
IL-10 35,10 36,60 36,20 34,10 34,80 35,00 36,10 36,40 36,60 
TGF-b 32,30 32,50 32,40 33,50 33,70 33,60 32,10 31,70 32,10 
Rsp18 24,10 24,00 24,00 24,20 24,30 24,30 23,70 230 23,20 
b-actin 21,90 21,10 21.30 21,30 21,20 21,40 20,30 20,20 20,10 
 
Gene  Inf 4 d 2000 1TH3 Inf 4 d 2000 1TH1 Inf 4 d 2000 2TH3 
IgM 27,70 27,80 28,40 27,40 27,70 27,80 25,20 25,10 24,70 
IL-10 32,80 34,20 35,40 36,60 36,00 35,40 32,80 33,10 37,50 
TGF-b 31,70 33,80 32,60 32,90 31,80 31,80 34,80 33,00 34,40 
Rsp18 24,40 24,20 25,00 23,10 23,30 23,20 25,80 24,30 24,50 
b-actin 21,30 21,30 21,20 20,20 20,30 20,10 21,10 20,20 20,60 
 
Gene  Inf 7 d 2000 1TH3 Inf 7 d 2000 2TH3 Inf 7 d 2000 1TH1 
IgM 27,30 27,40 27,40 26,60 26,50 27,40 27,00 26,50 27,40 
IL-10 35,80 36,00 38,60 36,00 35,60 36,80 36,60 37,40 36,30 
TGF-b 31,40 33,10 33,20 33,40 33,30 33,60 35,00 34,00 36,50 
Rsp18 22,10 22,00 22,80 22,10 22,0 22,10 24,80 24,00 24,30 
b-actin 20,10 19,30 20,20 20,10 20,00 19,90 22,00 21,20 21,10 
 
Gene  Inf 14 d 2000 2TH1 Inf 14 d 2000 1TH1 Inf 14 d 2000 2TH3 
IgM 26,90 26,70 26,60 22,90 22,90 22,80 24,80 24,50 24,50 
IL-10 36,20 35,60 34,70 31,80 31,80 32,10 33,40 33,40 33,30 
TGF-b 32,20 32,10 32,80 31,70 32,20 31,70 33,00 32,80 33,20 
Rsp18 22,40 22,20 22,10 21,30 21,30 21,50 24,50 23,40 23,40 
b-actin 21,50 20,60 21,20 20,10 20,20 19,50 21,10 20,50 20,60 
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Σχήμα 26. Γραφική παράσταση των τιμών Ct για κάθε υπό μελέτη γονίδιο μετά απο θεραπεία 2000 ppm 
από το αιθέριο έλαιο της ρίγανης. 
 
Με σκοπό τη καλύτερη κατανόηση των αποτελεσμάτων της έκφρασης των 
ανοσολογκών γονίδιων IgM, IL-10 και TGF-b του λαβρακιού μετά από πειραματική 
μόλυνση με τον ιό Noda και εφαρμογή θεραπείας με αιθέριο έλαιο ρίγανης 
συγκέντρωσης 1000 ppm και 2000 ppm, πραγματοποιήθηκε μετα-ανάλυση των 
αποτελεσμάτων με ειδικά προγράμματα (RT² Profiler PCR Array Analysis version 3.5 
Qiagen, Prism). Στους  Πίνακες 38, 39 και 40 απεικονίζεται η γονιδιακή μεταβολή 
(fold change) των γονιδίων IgM, IL-10 και TGF-b στα μολυσμένα με ιο Noda 
λαβράκια με και χωρίς θεραπεία στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 
14 ημερών σε σχέση με υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group). Η b-actin 
χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς.     
Πίνακας 38. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου IgM στα μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια με 
θεραπεία με ριγανέλαιο στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών σε σχέση με τα 
υγιή λαβράκια που διετράφησαν με την ίδια τροφή (Control group) 
IgM 
Control 
group 
6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected 1 1,21 1,2 0,95 0,92 0,15 0,47 0,73 
Infected 
1000 ppm 
1 1,3 1,7 1,22 1,36 5,16 1,50 1,48 
Infected 
2000 ppm 
1 0,4 0,6 0,42 0,25 0,70 0,51 2,85 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
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Πίνακας 39. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου IL-10 στα μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια 
με θεραπεία με ριγανέλαιο στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών σε σχέση με 
τα υγιή λαβράκια που διετράφησαν με την ίδια τροφή (Control group) 
IL-10 
Control 
group 
6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected 1 4,308 4,465 2,462 1,587 0,182 0,394 0,524 
Infected 
1000 ppm 
1 2,895 1,701 1,884 0,899 4,157 2,406 0,279 
Infected 
2000 ppm 
1 0,061 0,644 0,344 0,237 0,347 0,089 0,779 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
 
Πίνακας 40. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου TGF-β στα μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια 
με θεραπεία με ριγανέλαιο στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών σε σχέση με 
τα υγιή λαβράκια που διετράφησαν με την ίδια τροφή (Control group) 
TGF-β 
Control 
group 
6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected 1 0,018 1,194 0,707 2,388 1,131 0,602 1,970 
Infected 
1000 ppm 
1 0,187 2,333 1,436 1,715 1,361 2,619 1,660 
Infected 
2000 ppm 
1 0,718 0,140 0,197 0,430 0,292 0,145 0,400 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
 
Εικόνα 36. Διάγραμμα 2-διαστάσεων (2D-Clustergram) έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων IgM, IL-
10 και TGF-b λαβρακιών που διετράφησαν με πειραματικό σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με (Α) 1000 ppm ή 
(Β) 2000 ppm αιθέριου ελαίου ρίγανης και τα οποία μολύνθηκαν με τον ιό Noda. Η ανάλυση γίνεται σε 
σχέση με υγιή λαβράκια που έχουν διατραφεί με εμπορική τροφή (Control group: υγιή λαβράκια, group 1: 
6 ώρες μετά τη μόλυνση, group 2: 24 ώρες μετά τη μόλυνση, group 3: 48 ώρες μετά τη μόλυνση, group 
4: 72 ώρες μετά τη μόλυνση, group 5: 4 ημέρες μετά τη μόλυνση, group 6: 7 ημέρες μετά τη μόλυνση, 
group 7: 14 ημέρες μετά τη μόλυνση).  
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Στη συνέχεια, έγινε στατιστική ανάλυση της μεταβολής της έκφρασης των 
γονιδίων για κάθε χρονικό σημείο μετά τη μόλυνση σε σχέση με τα υγιή λαβράκια, 
που έχουν διατραφεί με εμπορική τροφή. Επιλέχθηκε το διάγραμμα 2-διαστάσεων 
(Εικόνα 36). 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της ανάλυσης, η διατροφή των λαβρακιών με 
τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 1000 ή 2000 ppm για 2,5 μήνες πριν 
από τη μόλυνση με τον ιό Noda είχε σαν αποτέλεσμα υψηλότερο επίπεδο έκφρασης 
των γονιδίων που κωδικοποιούν για τα IgM μόρια των Β κυττάρων 4 και 14 ημέρες 
μετά τη μόλυνση με τον ιό, αντίστοιχα, σε σχέση με τα μολυσμένα λαβράκια που 
διετράφησαν με την εμπορική τροφή (Σχήμα 27). 
 
Σχήμα 27. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου IgM (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια που διετράφησαν με πειραματικό σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με αιθέρια 
έλαια ρίγανης στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών μετά τη μόλυνση σε σχέση 
με υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορική τροφή (control group). Στατιστικά 
σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05). 
Σχετικά με τη μεταγραφική δραστηριότητα του γονιδίου που κωδικοποιεί για 
την κυτταροκίνη IL-10, η διατροφή των λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με 
αιθέριο έλαιο ρίγανης 1000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda 
συνέβαλε στη μείωση της έκφρασης του εν λόγω γονιδίου τις πρώτες ώρες μετά τη 
μόλυνση (6 έως 24 ώρες), περίοδο κατά το οποίο η έκφραση του γονιδίου στην 
ομάδα των μολυσμένων λαβρακιών που διετράφησαν με εμπορική τροφή ήταν 
αυξημένη (Σχήμα 28). Στην ίδια ομάδα σημειώθηκε υπερέκφραση του γονιδίου 4 και 
7 ημέρες μετά τη μόλυνση. Αντίθετα, υποέκφραση του γονιδίου διαπιστώθηκε στην 
ομάδα των λαβρακιών που διετράφησαν με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο 
ρίγανης 2000 ppm. 
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Σχήμα 28. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου IL-10  (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια που διετράφησαν με πειραματικό σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με αιθέρια 
έλαια ρίγανης στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών μετά τη μόλυνση σε σχέση 
με υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορική τροφή (control group). Στατιστικά 
σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05). 
 
Αναφορικά δε με την έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για την 
κυτταροκίνη TGF-β, η διατροφή των λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο 
έλαιο ρίγανης 1000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda 
προκάλεσε κυκλική υπερέκφραση του γονιδίου 24 ώρες και 7 ημέρες μετά την ιική 
μόλυνση (Σχήμα 29), ενώ στην ομάδα των μολυσμένων λαβρακιών που 
διετράφησαν με την εμπορική τροφή παρατηρήθηκε υπερέκφραση του εν λόγω 
γονιδίου 72 ώρες μετά τη μόλυνση. Αντίθετα, υποέκφραση του γονιδίου 
διαπιστώθηκε στην ομάδα των λαβρακιών που διετράφησαν με τροφή 
εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 2000 ppm. 
 
Σχήμα 29. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TGF-β (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια που διετράφησαν με πειραματικό σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με αιθέρια 
έλαια ρίγανης στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών μετά τη μόλυνση σε σχέση 
με υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορική τροφή (control group). Στατιστικά 
σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05). 
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Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε μετά-ανάλυση των αρχικών 
αποτελεσμάτων για τη γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων IgM, IL-10 και 
TGF-β στα μολυσμένα με ιό Noda λαβράκια με και χωρίς θεραπεία στα χρονικά 
σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών ως προς τα μολυσμένα λαβράκια 
με ειδικά προγράμματα (RT² Profiler PCR Array Analysis version 3.5 Qiagen, Prism). 
Η b-actin χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς. Στους  Πίνακες 41, 42 και 43 
απεικονίζεται η γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων IgM, IL-10 και TGF-β 
ανά χρονικό σημείο. 
Πίνακας 41. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου IgM σε λαβράκια που διετράφησαν με 
σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε σχέση με μολυσμένα 
λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) ανά χρονικό σημείο  
IgM 0 h 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected  1 1 1 1 1 1 1 1 
Treated 
1000 ppm 
0,2244 0,2373 0,3223 0,2894 0,3324 7,522 0,7236 0,4559 
Treated 
2000 ppm 
0,8978 0,3013 0,4489 0,3969 0,2488 4,0935 0,9847 3,5091 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, η διατροφή των λαβρακιών με τροφή 
εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 1000 ή 2000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη 
μόλυνση με τον ιό Noda είχε σαν αποτέλεσμα χαμηλότερο επίπεδο έκφρασης του 
γονιδίου της IgM ανοσοσφαιρίνης στην επιφάνεια των Β κυττάρων, όσο και του 
γονιδίου της κυτταροκίνης IL-10 στην αρχική φάση της μόλυνσης, δηλαδή από 6 έως 
72 ώρες μετά τη μόλυνση, σε σχέση με την αντίστοιχη έκφραση στα μολυσμένα 
λαβράκια που διετράφησαν με την εμπορική τροφή (Σχήμα 30 και 31). Αντίθετα, 4 
και 14 ημέρες μετά τη μόλυνση παρατηρήθηκε συγκριτική αύξηση στην έκφραση των 
εν λόγω μορίων στην ομάδα των μολυσμένων λαβρακιών που διετράφησαν με 
σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 2000 ppm, σε σχέση με τα μολυσμένα λαβράκια που 
διετράφησαν με εμπορική τροφή. Επίσης, 4 ημέρες μετά τη μόλυνση παρατηρήθηκε 
συγκριτική αύξηση στην έκφραση των μορίων στην ομάδα των μολυσμένων 
λαβρακιών που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 1000 ppm. 
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Σχήμα 30. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου IgM (fold change) σε λαβράκια 
που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε σχέση με 
μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) στα χρονικά σημεία 6, 24, 
48 και 72 ωρών, 4, 7, 14 ημερών. Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). Στατιστικά 
σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05). 
 
Πίνακας 42. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου IL-10 σε λαβράκια που διετράφησαν με 
σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε σχέση με μολυσμένα 
λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) ανά χρονικό σημείο  
IL-10 0 h 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected  1 1 1 1 1 1 1 1 
Treated 
1000 ppm 
0,3703 0,2488 0,1411 0,2833 0,2096 8,4431 2,2623 0,1969 
Treated 
2000 ppm 
2,1518 0,0304 0,3105 0,3008 0,3208 4,0935 0,4848 3,1993 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα).  
 
 
Σχήμα 31. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου IL-10  (fold change) σε 
λαβράκια που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε 
σχέση με μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) στα χρονικά 
σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών. Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* 
p<0.05). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05).   
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Πίνακας 43. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου TGF-β σε λαβράκια που διετράφησαν με 
σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε σχέση με μολυσμένα 
λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) ανά χρονικό σημείο  
TGF-β 0 h 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected  1 1 1 1 1 1 1 1 
Treated 
1000 ppm 
0,702 7,421 1,371 1,4251 0,5039 0,8441 3,0519 0,5912 
Treated 
2000 ppm 
2,828 115,14 0,333 0,7876 0,5092 0,7292 0,6797 0,5743 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
 
Αντίστοιχα, η διατροφή των λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο 
έλαιο ρίγανης 1000 ή 2000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda 
επέφερε στατιστικά σημαντική έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για την 
κυτταροκίνη TGF-β, η οποία παράγεται από τα Τ κύτταρα στις 6 ώρες μετά την ιική 
μόλυνση σε σχέση με τα μολυσμένα λαβράκια που δεν έλαβαν θεραπευτική αγωγή 
με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο σε ργανέλαιο (Σχήμα 32) 
 
Σχήμα 32. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TGF-β (fold change) σε 
λαβράκια που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε 
σχέση με μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) στα χρονικά 
σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών. Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* 
p<0.05). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05). 
 
3.5.1.  qPCR’s για τη κυτταρική ανοσία του λαβρακιού 
Εφαρμόσθηκαν qRT-PCRs και μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των 
γονιδίων CD8α, TCR-β, CD4 και τα γονίδια Rsp18 και b-actin, ως γονίδια αναφοράς. 
Στους Πίνακες 44 και 45, καθώς και στο Σχήμα 33 παρουσιάζονται αναλυτικά οι 
τιμές των Ct που απεικονίζουν την  εμφάνιση ειδικού προϊόντος των υπό μελέτη 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
174 
 
γονιδίων σε δείγματα υγιών και μολυσμένων με Nodavirus λαβρακιών που 
διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 1000 ppm ριγανέλαιου.  
Πίνακας 44. Δείγματα υγιών ιχθύων που έχουν διατραφεί με σιτηρέσιο που περιείχε 1000 ppm αιθέριου 
ελαίου ρίγανης 
Gene CNTR 1000 1G2 CNTR 1000 2G1 CNTR 1000 2G2 
CD8a 30,90 31,30 31,90 27,70 27,80 28,00 27,40 27,10 27,40 
TCR_b 33,20 32,80 33,80 29,90 ND 29,90 28,20 29,20 29,10 
CD4 33,00 32,80 33,80 32,70 31,80 31,10 32,00 34,10 33,20 
Rsp18 23,80 23,60 23,60 22,70 22,80 23,10 23,30 22,90 22,20 
b-actin 19,00 18,90 18,80 19,70 19,80 19,80 19,90 19,00 20,00 
 
Πίνακας 45. Δείγματα ιχθύων που έχουν διατραφεί με σιτηρέσιο που περιείχε 1000 ppm 
αιθέριου ελαίου ρίγανης και στη συνέχεια μολύνθηκαν με ιό Noda 
Gene  Inf 6 h 1000 2G1 Inf 6 h 1000 1G1 Inf 6 h 1000 1G2 
CD8a 28,60 28,30 28,90 29,10 30,30 30,00 31,70 30,30 30,50 
TCR_b 35,00 31,20 32,20 31,20 30,30 30,20 30,40 30,50 31,30 
CD4 33,50 31,90 31,00 32.30 31.50 31.30 32,30 33,30 33,50 
Rsp18 23,00 23,00 22,90 22,80 22,90 22,90 24,30 23,10 23,10 
b-actin 20,30 20,00 20,20 20,00 20,10 19,20 20,40 20,20 20,50 
 
Gene  Inf 24 h 1000 1G2 Inf 24 h 1000 1G1 Inf 24 h 1000 2G2 
CD8a 28,20 28,40 29,20 30,00 30,10 30,30 29,50 28,20 29,10 
TCR_b 30,60 30,20 30,50 30,10 30,60 30,20 28,30 29,20 28,30 
CD4 30,40 31,10 30,10 31,00 32,70 31,20 ND 30,20 30,00 
Rsp18 23,10 23,00 23,00 22,90 23,00 23,10 23,50 22,10 22,40 
b-actin 21,50 20,60 21,20 20,10 20,10 20,10 19,40 19,10 19,00 
 
Gene  Inf 48 h 1000 1G2 Inf 48 h 1000 2G2 Inf 48 h 1000 1G1 
CD8a 30,30 31,30 29,00 29,20 30,40 30,20 30,00 29,00 29,90 
TCR_b 31,30 31,30 31,10 32,00 31,10 31,20 29,30 29,30 30,00 
CD4 31,20 32,10 32,20 34,10 32,00 ND 29,00 29,00 29,00 
Rsp18 24,10 23,90 24,00 24,20 24,10 24,20 22,50 21,20 21,30 
b-actin 22,00 21,00 21,20 20,30 21,00 21,60 19,00 18,10 18,60 
 
Gene  Inf 72 h 1000 1G1 Inf 72 h 1000 2G2 Inf 72 h 1000 1G2 
CD8a 30,20 30,20 30,00 30,10 30,20 30,30 34,60 32,00 32,10 
TCR_b 31,60 31,50 31,30 32,40 32,00 32,40 32,70 32,60 33,60 
CD4 31,50 31,00 31,50 ND 33,20 34,10 33,40 ND 34,30 
Rsp18 23,10 23,10 23,10 24,10 24,10 24,20 25,40 24,10 24,40 
b-actin 20,80 20,10 20,30 21,10 21,30 21,10 21,40 21,30 21,20 
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Gene  Inf 4 d 1000 2G1 Inf 4 d 1000 2G2 Inf 4 d 1000 1G2 
CD8a 27,30 28,10 27,00 30,20 30,30 30,30 31,40 30,30 30,20 
TCR_b 29,60 29,30 29,30 32,30 32,60 32,20 ND 33,40 31,70 
CD4 32,20 32,00 31,20 ND 32,10 32,10 33,10 33,30 32,30 
Rsp18 23,10 22,90 22,90 25,10 25,00 25,10 25,60 25,10 24,50 
b-actin 21,70 21,00 21,10 21,30 21,20 21,20 21,30 21,50 21,30 
 
Gene  Inf 7 d 1000 2G1 Inf 7 d 1000 2G2 Inf 7 d 1000 1G2 
CD8a 30,00 30,40 29,50 30,10 29,20 29,40 32,00 33,30 31,00 
TCR_b 30,50 30,20 30,30 32,20 31,30 31,40 32,60 32,40 31,60 
CD4 31,20 31,10 32,20 ND 33,30 ND 32,50 32,20 32,40 
Rsp18 23,10 23,20 23,20 24,10 24,00 24,20 25,50 24,20 24,30 
b-actin 20,30 19,30 20,20 20,60 20,50 21,30 21,20 20,40 20,60 
 
Gene  Inf 14 d 1000 1G1 Inf 14 d 1000 2G1 Inf 14 d 1000 1G2 
CD8a 28,20 27,40 27,90 27,50 28,00 28,10 29,50 29,20 29,30 
TCR_b 27,20 27,20 27,20 28,00 28,20 28,20 29,40 29,30 29,40 
CD4 28,10 27,80 28,00 28,90 29,10 29,10 31,00 31,20 31,30 
Rsp18 20,10 20,00 19,90 21,00 21,90 21,30 23,30 22,20 22,40 
b-actin 18,00 17,20 18,10 19,00 19,10 19,10 20,10 20,40 19,50 
 
 
Σχήμα 33. Γραφική παράσταση των τιμών Ct για κάθε υπό μελέτη γονίδιο μετά από την εφαρμογή 
πειραματικού σιτηρεσίου εμπλουτισμένου με 1000ppm ριγανέλαιου. 
 
Αντίστοιχα, στους Πίνακες 46 και 47, καθώς και στο Σχήμα 34 παρουσιάζονται 
αναλυτικά οι τιμές των Ct που απεικονίζουν την  εμφάνιση ειδικού προϊόντος των 
υπό μελέτη γονιδίων σε δείγματα υγιών και μολυσμένων με Nodavirus λαβρακιών 
που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 2000 ppm ριγανέλαιου.  
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Πίνακας 46. Δείγματα υγιών ιχθύων που έχουν διατραφεί με σιτηρέσιο που περιείχε 2000 
ppm αιθέριου ελαίου ρίγανης  
Gene  CNTR 2000 1TH2 CNTR 2000 2TH2 CNTR 2000 2TH1 
CD8a 31,70 30,50 30,10 28,30 28,40 27,40 29,70 29,20 29,10 
TCR_b 31,70 31,30 31,30 29,00 29,20 29,20 30,30 29,40 29,60 
CD4 33,20 34,20 33,20 34.80 33.20 33.10 32,40 32,50 32,60 
Rsp18 24,10 24,10 24,00 25,10 25,20 25,10 24,60 23,30 23,40 
b-actin 20,40 20,30 21,20 22,00 22,40 22,30 21,30 20,50 21,40 
 
Πίνακας 47. Δείγματα ιχθύων που έχουν διατραφεί με σιτηρέσιο που περιείχε 2000 ppm 
αιθέριου ελαίου ρίγανης και στη συνέχεια μολύνθηκαν με ιό Noda 
Gene  Inf 6 h 2000 2TH3 Inf 6 h 2000 1TH3 Inf 6 h 2000 2TH2 
CD8a 30,30 30,20 30,00 28,20 29,00 29,00 30,80 29,30 31,00 
TCR_b 33,40 32,00 32,50 31,20 30,40 32,30 33,10 32,50 32,50 
CD4 33,20 32,10 32,00 ND 32,00 33,00 34,30 ND 34,30 
Rsp18 24,00 23,90 23,90 23,90 23,90 24,00 25,40 24,00 24,30 
b-actin 20,30 20,30 20,20 20,20 20,30 20,20 21,10 21,30 21,50 
 
Gene  Inf 24 h 2000 2TH3 Inf 24 h 2000 2TH2 Inf 24 h 2000 2TH1 
CD8a 28,10 28,10 28,00 28,00 28,10 28,40 31,60 31,40 34,50 
TCR_b 29,50 30,10 30,10 27,30 28,40 28,50 29,50 30,20 30,40 
CD4 31,30 30,10 31,10 29,10 28,90 29,50 30,10 31,10 30,20 
Rsp18 23,00 22,90 23,00 22,00 22,00 22,10 23,30 22,00 24,70 
b-actin 21,20 21,70 21,10 19,10 19,10 19,10 20,00 19,00 22,00 
 
Gene  Inf 48 h 2000 2TH1 Inf 48 h 2000 2TH3 Inf 48 h 2000 2TH2 
CD8a 29,30 30,20 28,40 26,10 27,10 26,20 29,50 28,50 30,10 
TCR_b 30,50 31,10 31,20 26,10 26,10 26,10 30,50 30,40 30,40 
CD4 31,30 33,10 32,40 27,00 27,10 27,10 ND 32,40 33,30 
Rsp18 23,10 22,90 23,00 20,00 20,00 20,00 24,40 23,10 23,30 
b-actin 20,10 19,30 19,20 17,10 18,00 17,20 20,20 20,20 20,20 
 
Gene  Inf 72 h 2000 1TH1 Inf 72 h 2000 2TH3 Inf 72 h 2000 2TH1 
CD8a 31,40 33,20 30,20 29,30 30,40 29,20 31,60 32,00 30,70 
TCR_b 33,60 33,30 34,10 33,00 32,30 33,10 31,50 31,30 31,60 
CD4 27,30 27,20 27,30 27,30 27,10 27,30 27,30 27,20 27,30 
Rsp18 24,10 24,00 24,00 24,20 24,30 24,30 23,70 23,00 23,20 
b-actin 21,90 21,10 21,30 21,30 21,20 21,40 20,30 20,20 20,10 
 
Gene  Inf 4 d 2000 1TH3 Inf 4 d 2000 1TH1 Inf 4 d 2000 2TH3 
CD8a 29,40 29,50 29,30 30,20 30,20 30,30 28,30 28,70 28,60 
TCR_b 31,80 31,50 31,60 30,50 31,40 31,50 29,80 30,60 31,00 
CD4 33,20 31,10 31,30 32,30 32,40 31,50 32,50 34,40 33,90 
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Rsp18 24,40 24,20 25,00 23,10 23,30 23,20 25,80 24,30 24,50 
b-actin 21,30 21,30 21,20 20,20 20,30 20,10 21,10 20,20 20,60 
 
Gene  Inf 7 d 2000 1TH3 Inf 7 d 2000 2TH3 Inf 7 d 2000 1TH1 
CD8a 29,00 29,20 29,00 28,90 29,10 29,00 30,60 30,90 30,70 
TCR_b 30,10 29,20 30,00 29,10 30,00 29,30 32,10 32,10 31,40 
CD4 30,00 30,30 30,30 31,10 31,00 31,10 33,10 32,30 31,50 
Rsp18 22,10 22,00 22,80 22,10 22,00 22,10 24,80 24,00 24,30 
b-actin 20,10 19,30 20,20 20,10 20,00 19,90 22,00 21,20 21,10 
 
Gene  Inf 14 d 2000 2TH1 Inf 14 d 2000 1TH1 Inf 14 d 2000 2TH3 
CD8a 29,60 29,30 30,20 26,30 26,50 26,30 28,70 27,30 27,30 
TCR_b 30,70 31,20 30,50 27,20 27,30 27,40 28,50 28,60 28,60 
CD4 30,30 30,10 30,20 31,30 31,20 31,20 32,70 31,40 32,70 
Rsp18 22,40 22,20 22,10 21,30 21,30 21,50 24,50 23,40 23,40 
b-actin 21,50 20,60 21,20 20,10 20,20 19,50 21,10 20,50 20,60 
 
 
Σχήμα 34. Γραφική παράσταση των τιμών Ct για κάθε υπό μελέτη γονίδιο μετά απο θεραπεία 2000 
ppm από το αιθέριο έλαιο της ρίγανης. 
Με σκοπό τη καλύτερη κατανόηση των αποτελεσμάτων της έκφρασης των 
ανοσολογκών γονίδιων CD4, CD8α και TCR-β του λαβρακιού μετά από πειραματική 
μόλυνση με τον ιό Noda και εφαρμογή θεραπείας με αιθέριο έλαιο ρίγανης 
συγκέντρωσης 1000 ppm και 2000 ppm, πραγματοποιήθηκε μετα-ανάλυση των 
αποτελεσμάτων με ειδικά προγράμματα (RT² Profiler PCR Array Analysis version 3.5 
Qiagen, Prism). Στους  Πίνακες 48, 49 και 50 απεικονίζεται η γονιδιακή μεταβολή 
(fold change) των γονιδίων CD8α, TCR-β και CD4 στα μολυσμένα με ιο Noda 
λαβράκια με και χωρίς θεραπεία στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7, 14 
ημερών σε σχέση με υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group). Η b-actin 
χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς 
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Πίνακας 48. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου CD8α στα μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια 
με θεραπεία με ριγανέλαιο στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών σε σχέση με 
τα υγιή λαβράκια που διετράφησαν με την ίδια τροφή (Control group) 
CD8α 
Control 
group 
6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected 1 1,2288 1,5392 1,1311 0,8706 0,2406 0,3508 0,7876 
Infected 1000 
ppm 
1 0,8441 1,2311 0,8639 0,6062 2,3511 0,6348 1 
Infected 2000 
ppm 
1 0,4701 0,6416 0,4188 0,2708 0,6497 0,4665 1,9904 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
 
Πίνακας 49. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου TCR-β στα μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια 
με ή και χωρίς θεραπεία με ριγανέλαιο στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών σε 
σχέση με υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group).  
TCR-β 
Control 
group 
6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected 1 0,6239 0,3536 1,2311 1,3926 0,2578 0,3703 1,7013 
Infected 1000 
ppm 
1 1,8439 4,1116 2,4167 1,3356 3,2135 1,7354 5,3013 
Infected 2000 
ppm 
1 0,1425 0,8249 0,4061 0,1333 0,335 0,4559 1,4142 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
 
Πίνακας 50. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου CD4στα μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια με 
ή και χωρίς θεραπεία με ριγανέλαιο στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών σε 
σχέση με υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια (Control group).  
CD4 
Control 
group 
6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected 1 0,979 5,0058 3,3314 6,0454 1,9827 0,7983 7,2727 
Infected 1000 
ppm 
1 1,7478 5,953 7,7658 2,8882 4,8915 3,1366 7,1823 
Infected 2000 
ppm 
1 0,7308 4,0935 1,4403 49,0193 1,2819 2,2623 2,4434 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
 
Στη συνέχεια, έγινε στατιστική ανάλυση της μεταβολής της έκφρασης των 
γονιδίων για κάθε χρονικό σημείο μετά τη μόλυνση σε σχέση με υγιή λαβράκια που 
έχουν διατραφεί με εμπορική τροφή. Επιλέχθηκε το διάγραμμα 2-διαστάσεων 
(Εικόνα 37).  
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(Α) 
 
(Β) 
 
 
Εικόνα 37. Διάγραμμα 2-διαστάσεων (2D-Clustergram) έκφρασης των ανοσολογικών γονιδίων CD8, 
TCR-β και CD4 λαβρακιών που διετράφησαν με πειραματικό σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με (Α) 1000 ppm 
ή (Β) 2000 ppm αιθέριου ελαίου ρίγανης και τα οποία μολύνθηκαν με τον ιό Noda. Η ανάλυση γίνεται σε 
σχέση με υγιή λαβράκια που έχουν διατραφεί με εμπορική τροφή (Control group: υγιή λαβράκια, group 1: 
6 ώρες μετά τη μόλυνση, group 2: 24 ώρες μετά τη μόλυνση, group 3: 48 ώρες μετά τη μόλυνση, group 
4: 72 ώρες μετά τη μόλυνση, group 5: 4 ημέρες μετά τη μόλυνση, group 6: 7 ημέρες μετά τη μόλυνση, 
group 7: 14 ημέρες μετά τη μόλυνση).  
 
  
 
Σχήμα 35. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου CD8α (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια που διετράφησαν με πειραματικό σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με αιθέρια 
έλαια ρίγανης στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών μετά τη μόλυνση σε σχέση 
με υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορική τροφή (control group). Στατιστικά 
σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05). 
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Τα αποτελέσματα της ανάλυσης παρουσιάζονται στα Σχήματα 35, 36 και 37. 
Σύμφωνα με τα αυτά, η διατροφή των λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο 
έλαιο ρίγανης 1000 ή 2000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda 
είχε σαν αποτέλεσμα χαμηλότερο επίπεδο έκφρασης του CD8α μορίου στην 
επιφάνεια των Τ κυττάρων στην αρχική φάση της μόλυνσης, από τις 6 έως 72 ώρες 
μετά τη μόλυνση. Αντίθετα, 4 και 14 ημέρες μετά τη μόλυνση παρατηρήθηκε 
συγκριτική αύξηση στην έκφραση του εν λόγω μορίου στην ομάδα των μολυσμένων 
λαβρακιών που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 1000 ή 2000 ppm, 
αντίστοιχα σε σχέση με τα μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορική 
τροφή (Σχήμα 35).   
Αναφορικά με την έκφραση του μορίου TCR-β (Σχήμα 36),  η διατροφή των 
λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 1000 ppm για 2,5 
μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda είχε σαν αποτέλεσμα υψηλότερο επίπεδο 
έκφρασης του TCR-β μορίου στην επιφάνεια των Τ κυττάρων, εκφραζόμενο κυκλικά 
1, 4 και 14 ημέρες μετά τη μόλυνση με τον ιό σε σχέση τόσο με τα μολυσμένα 
λαβράκια που διετράφησαν με την εμπορική τροφή, όσο και με τα μολυσμένα 
λαβράκια που διετράφησαν με πειραματικό σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 2000 ppm 
αιθέριου έλαιου ρίγανης. 
 
 
Σχήμα 36. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TCR-β (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια με ή και χωρίς θεραπεία στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 
και 14 ημερών ως προς τα μη-μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά σημαντική υποέκφραση 
γονίδιου (* p<0.05). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05). 
 
Σχετικά δε με την έκφραση του μορίου CD4 (Σχήμα 37),  η διατροφή των 
λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 2000 ppm για 2,5 
μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda είχε σαν αποτέλεσμα υψηλότερο επίπεδο 
έκφρασης του CD4μορίου στην επιφάνεια των Τ κυττάρων, 72 ώρες μετά τη μόλυνση 
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με τον ιό σε σχέση τόσο με τα μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με την 
εμπορική τροφή, όσο και με τα μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με 
πειραματικό σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 1000 ppm αιθέριου έλαιου ρίγανης. 
 
Σχήμα 37.  Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου CD4 (fold change) σε 
μολυσμένα με ιο Noda λαβράκια με ή και χωρίς θεραπεία στα χρονικά σημεία 6, 24, 48 και 72 
ωρών, 4, 7 και 14 ημερών ως προς τα μη-μολυσμένα λαβράκια (control group). Στατιστικά 
σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05). 
Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε μετά-ανάλυση των αρχικών 
αποτελεσμάτων για τη γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων CD8α, TCR-β 
και CD4 στα μολυσμένα με ιό Noda λαβράκια με και χωρίς θεραπεία στα χρονικά 
σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών ως προς τα μολυσμένα λαβράκια 
με ειδικά προγράμματα (RT² Profiler PCR Array Analysis version 3.5 Qiagen, Prism). 
Η b-actin χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς. Στους  Πίνακες 51, 52 και 53 
απεικονίζεται η γονιδιακή μεταβολή (fold change) των γονιδίων CD8α, TCR-β και 
CD4 ανά χρονικό σημείο 
Πίνακας 51. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου CD8α σε λαβράκια που διετράφησαν με 
σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε σχέση με μολυσμένα 
λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) ανά χρονικό σημείο  
CD8α 0 h 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected  1 1 1 1 1 1 1 1 
Treated 
1000 ppm 
0,4386 0,3013 0,3508 0,335 0,3054 4,2871 0,7937 0,5569 
Treated 
2000 ppm 
1,1053 0,4229 0,4607 0,4093 0,3438 2,9851 1,4697 2,7932 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
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Σχήμα 38. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου CD8α (fold change) σε 
λαβράκια που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε 
σχέση με μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) στα χρονικά 
σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών. Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* 
p<0.05). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05).   
 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα (Σχήμα 38), η διατροφή των λαβρακιών με 
τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 1000 ή 2000 ppm για 2,5 μήνες πριν 
από τη μόλυνση με τον ιό Noda είχε σαν αποτέλεσμα χαμηλότερο επίπεδο έκφρασης 
του CD8α μορίου στην επιφάνεια των Τ κυττάρων στην αρχική φάση της μόλυνσης, 
από τις 6 έως 72 ώρες μετά τη μόλυνση, σε σχέση με την έκφραση στα μολυσμένα 
λαβράκια που δεν έχουν λάβει θεραπεία. Αντίθετα, 4 και 14 ημέρες μετά τη μόλυνση 
παρατηρήθηκε συγκριτική αύξηση στην έκφραση του εν λόγω μορίου στην ομάδα 
των μολυσμένων λαβρακιών που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 2000 
ppm, σε σχέση με τα μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορική τροφή. 
Επίσης, 4 ημέρες μετά τη μόλυνση παρατηρήθηκε συγκριτική αύξηση στην έκφραση 
του μορίου στην ομάδα των μολυσμένων λαβρακιών που διετράφησαν με σιτηρέσιο 
εμπλουτισμένο με 1000 ppm. 
Πίνακας 52. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου TCR-β σε λαβράκια που διετράφησαν με 
σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε σχέση με μολυσμένα 
λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) ανά χρονικό σημείο  
TCR-β 0 h 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected  1 1 1 1 1 1 1 1 
Treated 
1000 ppm 
0,2709 0,8006 3,1504 0,5318 0,2598 3,3766 1,2697 0,8441 
Treated 
2000 ppm 
2,0155 0,4603 4,7022 0,6649 0,193 2,6188 2,4813 1,6753 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
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Σχήμα 39. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου TCR-β (fold change) σε 
λαβράκια που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε 
σχέση με μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) στα χρονικά 
σημεία 6, 24, 48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών. Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* 
p<0.05). Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05).   
 
Αντίστοιχα, η διατροφή των λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο 
έλαιο ρίγανης 1000 ή 2000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda 
επέφερε στατιστικά σημαντική έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για το TCR-β 
μόριο στην επιφάνεια των Τ κυττάρων σε μια πρώιμη φάση δηλαδή στις 48 πρώτες 
ώρες μετά την ιική μόλυνση, καθώς και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση σε σχέση με τα 
μολυσμένα λαβράκια που δεν έλαβαν θεραπευτική αγωγή με σιτηρέσιο 
εμπλουτισμένο σε ργανέλαιο (Σχήμα 39).  
Πίνακας 53. Γονιδιακή μεταβολή (fold change) του γονιδίου CD4σε λαβράκια που διετράφησαν με 
σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν μετον ιό Noda  σε σχέση με μολυσμένα 
λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) ανά χρονικό σημείο  
CD8α 0 h 6 h 24 h 48 h 72 h 4 d 7 d 14 d 
Infected  1 1 1 1 1 1 1 1 
Treated 
1000 ppm 
0,4112 0,7342 0,4891 0,9587 0,1965 1,0145 1,6158 0,4061 
Treated 
2000 ppm 
1,0523 0,7856 0,8606 0,455 8,533 0,6804 2,9822 0,3536 
Στατιστικά σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (p<0.05, κόκκινο χρώμα) 
Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (p<0.05, μπλε χρώμα)  
Στατιστικά μη σημαντική μεταβολή έκφρασης γονίδων (p>0.05, μαύρο χρώμα).  
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Σχήμα 40. Διαγραμματική απεικόνιση μεταβολής έκφρασης του γονιδίου CD4 (fold change) σε λαβράκια 
που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με ριγανέλαιο και μολύνθηκαν με τον ιό Noda  σε σχέση με 
μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορικό σιτηρέσιο (Infected group) στα χρονικά σημεία 6, 24, 
48 και 72 ωρών, 4, 7 και 14 ημερών. Στατιστικά σημαντική υποέκφραση γονίδιου (* p<0.05). Στατιστικά 
σημαντική υπερέκφραση γονιδίου (* p<0.05).   
 
Σε ότι αφορά στην έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για το CD4 μόριο 
των Τ κυττάρων, μόνο η διατροφή των λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με 
αιθέριο έλαιο ρίγανης 2000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda 
είχε σαν αποτέλεσμα κυκλική υπερέκφραση του εν λόφω γονιδίου 3 και 7 ημέρες 
μετά την ιική μόλυνση σε σχέση τόσο με τα μολυσμένα λαβράκια που δεν έλαβαν 
θεραπευτική αγωγή με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο σε ργανέλαιο, όσο και με εκείνα που 
έλαβαν σιτηρέσιο με 1000 ppm ριγανέλαιο (Σχήμα 40). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
185 
 
 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4Ο – 
ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
186 
 
 
 
 
  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 18:07:35 EEST - 137.108.70.13
187 
 
Σε όλους τους κλάδους υδατοκαλλιεργειών, παρεμποδίζεται και επηρεάζεται 
η αύξηση της παραγωγής ιχθύων από την έντονη παρουσία παθογόνων οργανισμών 
όπως βακτήρια (Said Ben Hamed et. al., 2018),  ιοί (Burbank DR et al., 2017) και 
παράσιτα (Zuskova et al., 2017).  
Οι παθολογικές καταστάσεις που παρατηρούνται στους ιχθύες, έχουν 
σημαντικό οικονομικό αντίκτυπο στο κλάδο των υδατοκαλλιεργειών λόγω των 
υψηλών ποσοστών θνησιμότητας, εξαιτίας της κακής εξωτερικής τους εμφάνισης 
λόγω προσβολής από παθογόνους μικροοργανισμούς (Hounmanou et al., 2018).  
Τέλος, πρέπει να τονιστεί ιδιαίτερα ο κίνδυνος για τη δημόσια υγεία εξ αιτίας 
κάποιων παθογόνων μικροοργανισμών των ψαριών (Daley et al., 2017˙ Osunla et 
al., 2017˙ Plumb et al., 2018). 
Ο προσδιορισμός ανοσολογικών παραγόντων της έμφυτης και 
προσαρμοστικής ανοσίας ιχθύων, διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην κατανόηση της 
παθολογίας μολυσματικών νοσημάτων που πλήττουν τις Ελληνικές 
ιχθυοκαλλιέργειες. Ένα σημαντικό νόσημα που απαντάται είναι η ιογενής 
εγκεφαλοπάθεια και αμφιβληστροειδοπάθεια που οφείλεται σε ιούς Noda. 
Χαρακτηριστικό της νόσου είναι η προσβολή του ΚΝΣ και του αμφιβληστροειδούς 
χιτώνα του οφθαλμού.  
Στη παρούσα μελέτη, διερευνήθηκε η έκφραση ανοσολογικών γονιδίων 
κυττάρων του πρόσθιου τμήματος του νεφρού λαβρακιών που μολύνθηκαν με δυο 
διαφορετικές οδούς χορήγησης του ιού (α) με ενδομυική έγχυση 0.5 ml διαλύματος 
του ιού (105TCID50/ml) στη περιοχή κάτω του κέντρου του ραχιαίου πτερυγίου και (β) 
διαδερμικά με τοποθέτηση εμποτισμένου διηθητικού χαρτιού διαλύματος του ιού 
(108TCID50/ml) στο μέσο της πλευρικής γραμμής.  
Επιπλέον, διερευνήθηκε η ενδεχόμενη ανοσοτροποποιητική ή θεραπευτική 
δράση του αιθέριου ελαίου της ρίγανης σε πειραματική μόλυνση με στέλεχος β-
nodavirus σε λαβράκια κατόπιν ενδομυϊκής χορήγησης 0,5 ml διαλύματος του ιού 
(105TCID50/ml) στην περιοχή κάτω του κέντρου του ραχιαίου πτερυγίου. Τα αιθέρια 
έλαια εντοπίζονται ως δευτερογενείς μεταβολίτες και διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο 
στην προστασία ως αντιβακτηριακά, αντιιικά, αντιμυκητιασικά καθώς το αιθέριο έλαιο 
της ρίγανης, θεωρείται το πιο σημαντικό αντιμικροβιακό έλαιο λόγω της υψηλής 
περιεκτικότητάς του σε φαινολικές ενώσεις και καρβακρόλη (He et al., 2017˙ Diler et 
al., 2017˙ Souza et al., 2017˙ Yigit et al., 2017˙ Mizuno et al., 2018˙ Stutili et al., 
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2018˙ Ceppa et al., 2018˙ Ghafari et al., 2018˙ Mabrok et al., 2018˙ Peterson et al., 
2018). 
Για την πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με τον ιό RGNNV λήφθηκαν 
υπόψιν πρωτόκολλά από πρόσφατες βιβλιογραφίες που εφαρμόστηκαν σε 
πειραματικές μολύνσεις.  
Έτσι, για τον προσδιορισμό συγκεκριμένων δεικτών της φυσικής 
(φαγοκυττάρωση) ανοσίας και διαλυτών μεσολαβητών της χυμικής ανοσίας του 
λαβρακιού, κρίθηκε απαραίτητη η ανάπτυξη ποσοτικών PCR πραγματικού χρόνου 
και επιλέχθηκαν γονίδια που σχετίζονται με τη χυμική ανοσία (IgM) και τη 
διακυτταρική επικοινωνία των μακροφάγων με τα κύτταρα του ανοσολογικού 
συστήματος κατά τις αντιδράσεις της έμφυτης ανοσίας (IL-10 και TGF-β). ιχθύων με 
Betanoda-ιούς.  
H πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με ενδομυϊκή χορήγηση 0,5 ml 
διαλύματος του Nodavirus, συγκέντρωσης 105 TCID50/ml προκάλεσε μεταβολή της 
έκφρασης του γονιδίου, που κωδικοποιεί για την ανοσοσφαιρίνη IgM (μέγεθος 
ειδικού προϊόντος PCR: 223 bp), η οποία είναι η πρώτη και η μόνη ανοσοσφαιρίνη 
που περιγράφεται στα ψάρια, λειτουργεί ως οψωνίνη, ενεργοποιεί το σύστημα του 
συμπληρώματος και συμμετέχει στην εξουδετέρωση παθογόνων (ιών, βακτηρίων) 
(Magnadóttir 1998). Είναι η πρώτη ανοσοσφαιρίνη που σχηματίζεται ως αντίσωμα σε 
ένα νεογέννητο θηλαστικό και το κύριο αντίσωμα της πρωτογενούς ανταπόκρισης σε 
ανώτερα σπονδυλωτά.  
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της διδακτορικής διατριβής που 
παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.2.1., δεν παρατηρήθηκε υπερέκφραση του γονιδίου 
της IgM ανοσοσφαιρίνης, αλλά αντιθέτως υποέκφραση, η οποία 4 ημέρες μετά τη 
μόλυνση έδειξε τη χαμηλότερη τιμή. Στη συνέχεια υπήρχε η σταδιακή αύξηση της 
έκφρασης της  στις 7 και 14 ημέρες. Πρόσφατη μελέτη για την μελέτη της 
ανοσοσφαιρίνης, περιέγραψε την κατανομή των IgM κυττάρων που παράγονται σε 
προνεφρό, σπλήνα και έντερο στο mandarin fish (Synchiropus splendidus) με 
μόλυνση από το βακτήριο (Flavobacterium columnare). Tα αποτελέσματα δείχνουν 
ήδη την έκφραση της ανοσοσφαιρίνης στον πρόνεφρο την πρώτη εβδομάδα μετά τη 
μόλυνση πού συμβαδίζουν με τα δικά μας αποτελέσματα και στη συνέχεια την 
υπερέκφρασή της στις 5 βδομάδες μετά τη μόλυνση και τη σταδιακή μείωση της έως 
τις 8 εβδομάδες. Ενδιαφέρον προκαλεί, πως η ίδια έρευνα αποδεικνύει ότι υπάρχουν 
κύτταρα που φέρουν ανοσοσφαιρίνες Igs στο έντερο που προστατεύουν τον εντερικό 
βλεννογόνο από τη διείσδυση παθογόνων (Tian et al., 2009).    
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Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στη διδακτορική διατριβή 
στο κεφάλαιο 3.3.1., η πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με διαδερμική 
επιμόλυνση μέσω της πλευρικής γραμμής με Nodavirus, η πειραματική μόλυνση, 
υπήρξε υπερέκφραση της IgM 6 ώρες μετά τη μόλυνση.  
Παλαιότερες έρευνες δείχνουν πως τα αποτελέσματα αυτά, συμβαδίζουν και 
με άλλα είδη όπως ο κυπρίνος (Romano et al., 1997), η ιριδίζουσα πέστροφα 
(Rasquin et al., 1990), spotted wolfish (Grøntvedt and Espelid, 2003) και ο 
μπακαλιάρος του Ατλαντικού (Schrøder et al., 1998). Αυτό αποδεικνύει πως η 
έκφραση των IgM σχετίζεται με την παγίδευση αντιγόνων και διέγερση των 
λεμφοκυττάρων που προστατεύουν τον οργανισμό από παθογόνους παράγοντες. 
Επίσης ενδιαφέρον προκαλούν και τα αποτελέσματα μιας άλλης παρόμοιας έρευνας 
που ανιχνεύθηκαν πρωτεΐνες ανοσοσφαιρίνης με ELISA σε αυγά λαβρακιού, 
πιθανώς προερχόμενες από τη μητέρα – αποδεικνύοντας έτσι την κάθετη μεταφορά 
των ανοσοσφαιρινών και στη συνέχεια παρατηρήθηκε μείωση της ανοσοσφαιρίνης 
από το στάδιο της εκκόλαψης έως τη προνυμφική ημέρα 5, το οποίο αντιστοιχεί σε 
έναν φυσικό καταβολισμό πρωτεΐνης κατά τη διάρκεια αυτής της περιόδου (Breuil et 
al., 1996).  Η κάθετη μεταφορά ανοσοσφαιρίνης έχει περιγραφεί επίσης και σε άλλα 
είδη όπως στη τιλάπια (Avtalion & Mor, 1992), στο γατόψαρο (Hayman & Lobb, 
1993) και σε 2 είδη της οικογένειας των σολομών (chum salmon & coho salmon) 
(Fuda et al., 1992˙ Yousif et al., 1995).   
Μια πρόσφατη έρευνα, δείχνει πως πλέον υπάρχουν τρεις διαφορετικοί 
ισότυποι ανοσοσφαιρίνης Igs σε τελεόστεους ιχθύες: IgM, IgD και η IgT (Piazzon et 
al., 2016). H IgM θεωρείται πώς έχει συστηματική δραστηριότητα ενώ η  IgT 
προσφέρει βλεννογονικό ρόλο, παρόμοια με την IgA των θηλαστικών. Στη 
συγκεκριμένη μελέτη περιγράφεται για πρώτη φορά η αλληλουχία των IgM και IgT σε 
τσιπούρα (Sparus aurata) και μελετάται σε διάφορους ιστούς η αντιική, 
αντιβακτηριακή και αντιπαρασιτική τους δράση με διάφορες πειραματικές 
χορηγήσεις. Βέβαια, κύτταρα IgM+/IgD+, έχουν αποδειχθεί εδώ και καιρό πως 
υπάρχουν σε τελεόστεους ιχθύες και εκφράζονται αμοιβαία (Castro et al., 2013). 
Στους περισσότερους τελεόστεους ιχθύες, υπερτερεί η βασική έκφραση της IgM, 
ακολουθώντας την IgT ενώ η IgD είναι πάντα η χαμηλότερη (Tian et al., 2008˙ Tadiso 
et al., 2011), Οι υψηλότερες τιμές της Ig έκφρασης εντοπίστηκαν στον πρόνεφρο και 
στη συνέχεια στον σπλήνα, σύμφωνα με τον ρόλο τους ως λεμφικά όργανα (Press et 
al., 1999).  
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Η IgM εκφράστηκε διαφορετικά απ’ ότι η IgT. Η IgT υπερεκφράστηκε τοπικά 
μετά από μόλυνση με το παράσιτο του εντέρου Enteromyxum leei ή μετά από 
μόλυνση με τον ιο Noda. Οι μακροχρόνιες εντερικές παρασιτικές λοιμώξεις αύξησαν 
τον τίτλο ορού και των δύο ισοτόπων. Ο βλεννογονικός εμβολιασμός έναντι του 
Photobacterium damselae subsp. piscicida ρύθμισε λεπτομερώς την απόκριση Ig 
προκαλώντας έτσι την αύξηση τίτλων IgM στον ορό και τοπική IgT απόκριση στην 
βλέννα του δέρματος όταν οι ιχθύες εκτέθηκαν στο παθογόνο. Είναι ενδιαφέρον το 
γεγονός ότι οι φυτικές τροφές αναστέλλουν την ρύθμιση της ροής της IgT μετά από 
εντερική παρασιτική πρόκληση, η οποία σχετίζεται με μια χειρότερη έκβαση της 
νόσου. Όλα αυτά τα αποτελέσματα επιβεβαιώνουν τον βλεννογόνο ρόλο της IgT και 
υπογραμμίζουν τη σημασία μιας ρύθμισης των ισοτόπων Ig μετά τη μόλυνση, οι 
οποίες θα μπορούσαν να παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον για τις μελέτες 
εμβολιασμού (Piazzon et al., 2016).  
Διαφορετικές μελέτες, έδειξαν πως η έκφραση της ανοσοσφαιρίνης IgM στον 
σολωμό Ατλαντικού, είναι υψηλότερες απ’ ότι η τιμές της IgT (Tadiso et al., 2011). 
Στο ψάρι mandarin περισσότερα κύτταρα IgM+ μπορούν να παρατηρηθούν σε 
βράγχια, απ’ ότι κύτταρα IgT+ (Tian et al., 2008) ενώ στην ιριδίζουσα πέστροφα η 
IgM είναι πιο άφθονη στο έντερο και τη βλέννα του δέρματος απ΄ότι η IgT (Zhang et 
al., 2011˙ Xu et al., 2013).   
Μια άλλη πρόσφατη έρευνα, έδειξε πως το λαβράκι είναι εξαιρετικά ευαίσθητο 
στη μόλυνση με τον Nodavirus σε όλα τα στάδια της ζωής του και κυρίως σε νεαρά 
στάδια και τις προνύμφες φτάνοντας το 100% σε θνησιμότητα (Buonocore et al., 
2017). Η μελέτη έγινε ανάμεσα στην IgM και την IgT. Η έκφραση της IgM έδειξε μια 
ελαφρά στατιστικά σημαντική αύξηση στις 48 ώρες σε σπλήνα ενώ στα βράγχια δεν 
εμφανίστηκαν σημαντικές διαφορές στο αντίστοιχο χρονικό σημείο. Συγκριτικά με τα 
αποτελέσματα της διδακτορικής διατριβής που δεν υπήρχε καθόλου υπερέκφραση 
στον πρόνεφρο στα ίδια χρονικά σημεία. Η IgT της συγκεκριμένης έρευνας έδειξε 
επίσης μια αύξηση στις 48 ώρες στον σπλήνα και η σταδιακή μείωσή της στις 72 
ώρες. Τέλος, στα βράγχια, βρέθηκε μεγάλη αύξηση της έκφρασης της IgT 24 ώρες 
μετά τη μόλυνση ενώ ακολούθησε μείωση μετα από 48 ώρες που ίσως συνάδουν με 
τα αποτελέσματα της έκφρασης IgM στον πρόνεφρο στα συγκεκριμένα χρονικά 
σημεία της διδακτορικής διατριβής.  
Στα αποτελέσματα απεικονίζονται επίσης τα συγκριτικά στοιχεία της 
έκφρασης του γονιδίου στο κεφάλαιο 3.4.1. που κωδικοποιεί για την IgM 
ανοσοσφαιρίνη, η οποία παράγεται από τα Β κύτταρα των λαβρακιών που 
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μολύνθηκαν με Nodavirus είτε με ενδομυϊκή χορήγηση του ιού κάτω από το ραχιαίο 
πτερύγιο είτε διαδερμικά δια μέσου της πλευρικής γραμμής. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα των πειραματισμών, διαφορές στην έκφραση του γονιδίου μεταξύ των 
δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 24, 48, 72 ώρες και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση. 
Ειδικότερα, στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά σημειώθηκε 
υποέκφραση του γονιδίου, ενώ αντίστοιχα στην ομάδα των λαβρακιών που 
μολύνθηκαν ενδομυϊκά ανάλογη υποέκφραση του γονιδίου σημειώθηκε αργότερα, 4 
ημέρες μετά τη μόλυνση. Μεταξύ των οδών χορήγησης του ιού καταγράφηκαν 
διαφορές, οι οποίες συντείνουν στην ταχύτερη μεταφορά και συγκέντρωση των 
ιοσωματίων στα όργανα στόχους όταν η επιμόλυνση γίνεται μέσα από τα νευρικά 
κύτταρα της πλευρικής γραμμής.  
Τέλος, με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.5.1., 
η χορήγηση θεραπευτικού σιτηρεσίου εμπλουτισμένου με αιθέριο έλαιο ρίγανης ως 
μέσο για την αντιμετώπιση ιικών προσβολών του λαβρακιού οφειλόμενες σε στελέχη 
του Nodavirus προκάλεσε αναστολή της μεταγραφικής δραστηριότητας των γονιδίων 
που κωδικοποιούν για την IgM ανοσοσφαιρίνη, η οποία υπερεκφράστηκε 4 ημέρες 
μετά τη μόλυνση κατά πολύ, σε σχέση με τα μολυσμένα χωρίς τη χορήγηση του 
σιτηρεσίου, υποδηλώνοντας έτσι την έντονη ενεργοποίηση του ανοσολογικού 
συστήματος το οποίο έχει εμπλουτιστεί με το αιθέριο έλαιο ρίγανης για την 
καταπολέμηση της ιικής προσβολής.  
Μια πρόσφατη μελέτη, επίσης παρουσιάζει την θετική επίδραση της 
διαιτητικής συμπλήρωσης με το αιθέριο έλαιο ρίγανης επι της δραστικότητας IgM & 
IgG σε τιλάπια του Νείλου (Oreochromis niloticus). Τα αποτελέσματα συμφωνούν με 
τα παραπάνω αποτελέσματα της διατριβής καθώς δείχνουν πως τα επίπεδα της IgM, 
ήταν σημαντικά υψηλότερα σε σχέση με την ομάδα ελέγχου αποδεικνύοντας έτσι τη 
δραστικότητα του σιτηρεσίου  (Amer et al., 2018).  
Συμπερασματικά λοιπόν, σύμφωνα με τα αποτελέσματα της μετα-ανάλυσης, 
η διατροφή των λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 1000 ή 
2000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda είχε σαν αποτέλεσμα 
υψηλότερο επίπεδο έκφρασης των γονιδίων που κωδικοποιούν για τα IgM μόρια των 
Β κυττάρων 4 και 14 ημέρες μετά τη μόλυνση με τον ιό, αντίστοιχα, σε σχέση με τα 
μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με την εμπορική τροφή 
Στην επίκτητη ανοσία, εκτός από τις ανοσοσφαιρίνες, υπάρχουν και άλλοι 
διαλυτοί παράγοντες, οι κυτοκίνες οι οποίες συντίθενται από τα ενεργοποιημένα 
επιθηλιακά κύτταρα (Khansari et al., 2017).   
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Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στη διδακτορική διατριβή, η 
πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με ενδομυϊκή χορήγηση 0,5 ml διαλύματος του 
Nodavirus, συγκέντρωσης 105 TCID50/ml προκάλεσε ενεργοποίηση των Τ κυττάρων, 
η οποία εκφράστηκε με υπερέκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις 
κυτοκίνες IL-10 και TGF-β.  
Μετά την ανακάλυψη της IL-10 το 2003 (Zou et al., 2003) στα ψάρια, 
πραγματοποιήθηκαν παρόμοιες έρευνες οι οποίες συμφωνούν με τα αποτελέσματα 
της διδακτορικής διατριβής και αποδεικνύουν πως η έκφρασή της μπορεί να αυξηθεί 
με βακτηριακή και ιική μόλυνση στο λαβράκι (Buonocore et al., 2007˙ Pinto et al., 
2007) και σε άλλα είδη όπως ο κυπρίνος (Savan et al., 2003), το zebra fish (Zhang et 
al., 2005), της ιριδίζουσας πέστροφας (Inoue et al., 2005), και του μπακαλιάρου 
Ατλαντικού (Seppola et al., 2008).  
Αναλυτικότερα, απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για την κυτοκίνη IL-10, η οποία εκκρίνεται από Τ κύτταρα, προάγει τον 
πολλαπλασιασμό κυττάρων της έμφυτης ανοσίας, όπως τα ΝΚ, αλλά ρυθμίζει και την 
ενεργοποίηση και άλλων κυττάρων, όπως τα ρυθμιστικά Τ κύτταρα (Khansari et al., 
2017). Επιπλέον, ρυθμίζει τη σύνθεση και έκκριση των ανοσοσφαιρινών και άλλων 
διαλυτών παραγόντων, μεταξύ των οποίων διάφορα μέλη της οικογένειας των 
κυτταροκινών (Secombes et al., 2001). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα που 
παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.2.1. η πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με 
ενδομυϊκή χορήγηση 0,5 ml διαλύματος του Nodavirus, συγκέντρωσης 105 TCID50/ml, 
6 και 24 ώρες μετά την επιμόλυνση των λαβρακιών με τον ιό Noda παρατηρήθηκε 
υπερέκφραση του εν λόγω γονιδίου μετα τη μόλυνση σε σχέση με τα υγιή, μη-
μολυσμένα λαβράκια.  
Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στη διδακτορική διατριβή 
στο κεφάλαιο 3.3.1., η πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με διαδερμική 
επιμόλυνση μέσω της πλευρικής γραμμής με Nodavirus, 6 και 24 ώρες μετά την 
επιμόλυνση των λαβρακιών με τον ιό Noda παρατηρήθηκε υποέκφραση του εν λόγω 
γονιδίου 24 ώρες μετα τη μόλυνση σε σχέση με τα υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια.  
Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.4.1. που 
παρουσιάστηκαν, η πειραματική μόλυνση των λαβρακιών τόσο με ενδομυϊκή, όσο και 
με διαδερμική επιμόλυνση μέσω της πλευρικής γραμμής με Nodavirus κινητοποιούν 
τους αμυντικούς μηχανισμούς του λαβρακιού προκαλώντας την έκκριση των 
διαλυτών μεσολαβητικών παραγόντων IL-10 και TGF-β. Μεταξύ των οδών 
χορήγησης του ιού καταγράφηκαν διαφορές, οι οποίες συντείνουν στην ταχύτερη 
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μεταφορά και συγκέντρωση των ιοσωματίων στα όργανα στόχους όταν η επιμόλυνση 
γίνεται μέσα από τα νευρικά κύτταρα της πλευρικής γραμμής. Το γεγονός αυτό 
ενδεχομένως να συμβάλει στην παράκαμψη των αμυντικών μηχανισμών του 
οργανισμού τουλάχιστον για το διάστημα της 1ης εβδομάδας μετά τη μόλυνση, που 
εκτελέστηκαν οι έλεγχοι.  
Σε μια πρόσφατη έρευνα κλωνοποιήθηκαν για πρώτη φορά μέλη της 
οικογένειας των κυτταροκινών ιντερλευκίνης, συμπεριλαμβανομένων των IL-10 και 
της IL-22 στο ψάρι golden pompano (Trachinotus ovatus) σε ήπαρ, εγκέφαλο, 
καρδιά, δέρμα, σπλήνα, βράγχια, νεφρό και έντερο με γονίδιο αναφοράς επίσης τη β 
ακτίνη μετά από μόλυνση με το gram θετικό βακτήριο Streptococcus agalactiae. Η 
έκφραση της IL-10 ήταν σαφώς υπερ εκφρασμένη στο πρόνεφρο, τον σπλήνα και 
τον εγκέφαλο 12 ώρες και 4 ημέρες σε αντίθεση με τα αποτελέσματα της διατριβής 
που υπήρχε υπερέκφραση 6 και 24 ώρες αποδεικνύοντας γενικά τη συμμετοχή της 
ιντερλευκίνης 10 στην ανοσοαπόκριση των ιχθύων.   
Σχετικά με τη μεταγραφική δραστηριότητα του γονιδίου στο κεφάλαιο 3.5.1., 
που κωδικοποιεί για την κυτοκίνη IL-10, η διατροφή των λαβρακιών με τροφή 
εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 1000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη 
μόλυνση με τον ιό Noda συνέβαλε στη μείωση της έκφρασης του εν λόγω γονιδίου τις 
πρώτες ώρες μετά τη μόλυνση (6 έως 24 ώρες), περίοδο κατά το οποίο η έκφραση 
του γονιδίου στην ομάδα των μολυσμένων λαβρακιών που διετράφησαν με εμπορική 
τροφή ήταν αυξημένη. Στην ίδια ομάδα σημειώθηκε υπερέκφραση του γονιδίου 4 και 
7 ημέρες μετά τη μόλυνση. Αντίθετα, υποέκφραση του γονιδίου διαπιστώθηκε στην 
ομάδα των λαβρακιών που διετράφησαν με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο 
ρίγανης 2000 ppm. Μια παρόμοια έρευνα συμφωνεί απόλυτα με τα συγκεκριμένα 
αποτελέσματα της εν λόγω διατριβής. Η μελέτη αυτή διερεύνησε τις πιθανές 
προληπτικές επιδράσεις της διατροφικής αργινίνης στις μεταβολές της έκφρασης του 
mRNA που προκαλείται από τον χαλκό, την απόπτωση και τις αντιοξειδωτικές 
αποκρίσεις στα βράγχια του νεαρού κυπρίνου (Ctenopharyngodon idella) και 
παρατηρήθηκε υπερέκφραση της IL-10 (Wang et al., (2015).  
Συγκριτικά οι 2 διαφορετικές συγκεντρώσεις ριγανέλαιου δείχνουν πως το 
γονίδιο της κυτοκίνης IL-10 στην αρχική φάση της μόλυνσης μειώθηκε, δηλαδή από 6 
έως 72 ώρες μετά τη μόλυνση, σε σχέση με την αντίστοιχη έκφραση στα μολυσμένα 
λαβράκια που διετράφησαν με την εμπορική τροφή. Αντίθετα, 4 και 14 ημέρες μετά 
τη μόλυνση παρατηρήθηκε συγκριτική αύξηση στην έκφραση των εν λόγω μορίων 
στην ομάδα των μολυσμένων λαβρακιών που διετράφησαν με σιτηρέσιο 
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εμπλουτισμένο με 2000 ppm, σε σχέση με τα μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν 
με εμπορική τροφή. Επίσης, 4 ημέρες μετά τη μόλυνση παρατηρήθηκε συγκριτική 
αύξηση στην έκφραση των μορίων στην ομάδα των μολυσμένων λαβρακιών που 
διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 1000 ppm. 
Αντιθέτως, μια παρόμοια έρευνα, μελέτησε την έκφραση της IL-10 σε ένα 
είδος κυπρίνου (Labeo rohita), μολυσμένο με την Aeromonas hydrophila έχοντας 
ταϊστεί με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με φύλλα γκουάβας (Giri et al., 2015). Η 
συγκεκριμένη έρευνα απέδειξε πως η IL-10 υποεκφράστηκε στον πρόνεφρο και στο 
έντερο σύμφωνα και με τα αποτελέσματα προηγούμενης έρευνας του Wang (2015) 
και απέδειξε επίσης πως η η δέσμευση του NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) καταστέλλει την επαγωγή της IL-10 με λιποσακχαρίτη 
(LPS), υποδηλώνοντας έτσι πως η IL-10 διεγείρεται μέσω της οδού σηματοδότησης 
του NF-kB.   
Μια πρόσφατη έρευνα σε ένα είδους κυπρίνου (Labeo rohita), μελέτησε τις 
εκφράσεις αντιφλεγμονωδών κυτοκινών IL-10 και TGF-β και αξιολογήθηκε η 
επίδραση της πιπερόριζας ή αλλιώς τζίντζερ (Zingiber officinale) ως συμπλήρωμα 
διατροφής για την ανάπτυξη του ψαριού, τις ανοσολογικές παραμέτρους της βλέννας 
του δέρματος και την έκφραση των κυτοκινών που σχετίζονται με την ευαισθησία 
τους με μόλυνση από Aeromonas hydrophila. Τα αποτελέσματα έδειξαν στατιστικά 
σημαντική υπερέκφραση της IL-10 στον πρόνεφρο που συνάδουν με τα 
αποτελέσματα της διδακτορικής διατριβής ενώ ο TGF-β υπερεκφράστηκε επίσης 
στον πρόνεφρο και στο ήπαρ.  
Ο TGF-β (Transforming Growth Factor) ανήκει σε μια κατηγορία 
εξωκυτταρικών σηματοδοτικών πρωτεϊνών, μεταξύ των οποίων και οι κυτοκίνες. Στη 
διδακτορική διατριβή παρουσιάζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου που 
κωδικοποιεί για την κυτοκίνη TGF-β, αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού, του 
οποίου η έκφραση εμπλέκεται στη ρύθμιση της μετανάστευσης των κυττάρων, της 
εναπόθεσης της εξωκυτταρικής ουσίας και της επουλωτικής διαδικασίας των ιστών, 
καθώς και της απόπτωσης των κυττάρων (Massagué 2000˙ Meng et al., 2016˙ 
Zhang et al., 2017).  
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.2.1., 
παρατηρήθηκε κυκλική υπερέκφραση του γονιδίου του TGF-β, 3 και 14 ημέρες μετά 
τη μόλυνση με τον ιό Noda σε σχέση με τα υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια. Η 
πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με ενδομυϊκή χορήγηση 0,5 ml διαλύματος του 
Nodavirus, συγκέντρωσης 105 TCID50/ml προκάλεσε ενεργοποίηση των Τ κυττάρων, 
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η οποία εκφράστηκε με υπερέκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τη 
κυτοκίνη TGF-β.  
Μεταγενέστερες in vivo μελέτες στο grass carp (Ctenopharyngodon idella) 
απέδειξαν μια σχετικά καθυστερημένη κινητική έκφραση στον πρόνεφρο 
συμβαδίζοντας με τα αποτελέσματα της διδακτορικής διατριβής και αυτό οδηγεί στο 
συμπέρασμα ως η TGF-β και η IL-1β είναι ένας συντονισμένος μηχανισμός για την 
εξισορρόπηση και την επίλυση της φλεγμονώδους απόκρισης στους τελεόστεους 
(Wang et al., 2016). 
Με βάση τα αποτελέσματα της διδακτορικής διατριβής που παρουσιάστηκαν 
στο κεφάλαιο 3.3.1. , η πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με διαδερμική 
επιμόλυνση μέσω της πλευρικής γραμμής με Nodavirus, χαρακτηρίστηκε από 
ενεργοποίηση μόνο του γονιδίου που κωδικοποιεί για την παραγωγή του TGF-β, 
διαλυτού μεσολαβητικού παράγοντα, απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του 
γονιδίου που κωδικοποιεί για την κυτοκίνη TGF-β. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, 
παρατηρήθηκε κυκλική υπερέκφραση του γονιδίου του TGF-β η οποία ξεκίνησε στις 
6  ώρες και υπερεκφράστηκε ξανά στις 72 ώρες μετά τη μόλυνση με τον ιό Noda σε 
σχέση με τα υγιή, μη-μολυσμένα λαβράκια.  
Τα συγκριτικά αποτελέσματα στο κεφάλαιο 3.4.1. δείχνουν τη κινητοποίηση 
των αμυντικών μηχανισμών του λαβρακιού προκαλώντας την έκκριση των διαλυτών 
μεσολαβητικών παραγόντων. Μεταξύ των οδών χορήγησης του ιού καταγράφηκαν 
διαφορές, οι οποίες συντείνουν στην ταχύτερη μεταφορά και συγκέντρωση των 
ιοσωματίων στα όργανα στόχους όταν η επιμόλυνση γίνεται μέσα από τα νευρικά 
κύτταρα της πλευρικής γραμμής. Το γεγονός αυτό ενδεχομένως να συμβάλει στην 
παράκαμψη των αμυντικών μηχανισμών του οργανισμού τουλάχιστον για το 
διάστημα της 1ης εβδομάδας μετά τη μόλυνση, που εκτελέστηκαν οι έλεγχοι. 
Συσχέτιση με το ποσοστό των αντίστοιχων θνησιμοτήτων και το ιικό φορτίο, όπως 
αυτά προσδιορίστηκαν από τα μέλη των ομάδων Α και Β, επιβεβαιώνει τα 
παραπάνω συμπεράσματα. 
Αναφορικά δε, με τα αποτελέσματα του κεφαλαίου 3.5.1., με την έκφραση του 
γονιδίου που κωδικοποιεί για την κυτοκίνη TGF-β, η διατροφή των λαβρακιών με 
τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 1000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη 
μόλυνση με τον ιό Noda προκάλεσε κυκλική υπερέκφραση του γονιδίου 24 ώρες και 
7 ημέρες μετά την ιική μόλυνση, ενώ στην ομάδα των μολυσμένων λαβρακιών που 
διετράφησαν με την εμπορική τροφή παρατηρήθηκε υπερέκφραση του εν λόγω 
γονιδίου 72 ώρες μετά τη μόλυνση. Αντίθετα, υποέκφραση του γονιδίου 
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διαπιστώθηκε στην ομάδα των λαβρακιών που διετράφησαν με τροφή 
εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 2000 ppm.  
Αντίστοιχα, η διατροφή των λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο 
έλαιο ρίγανης 1000 ή 2000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda 
επέφερε στατιστικά σημαντική υπερέκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για την 
κυτοκίνη TGF-β, η οποία παράγεται από τα Τ κύτταρα στις 6 ώρες μετά την ιική 
μόλυνση σε σχέση με τα μολυσμένα λαβράκια που δεν έλαβαν θεραπευτική αγωγή 
με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο σε ριγανέλαιο. Συμπερασματικά, ενεργοποίηση της 
έκφρασης του γονιδίου που κωδικοποιεί για την κυτοκίνη TGF-β, υποδηλώνοντας 
ενεργοποίηση των Β και Τ κυττάρων, αντίστοιχα. 
Μια πρόσφατη ενδιαφέρουσα έρευνα απέδειξε πως η αντιφλεγμονώδης 
κυτταροτοξικότητα της TGF-β, μπορεί να εξουδετερώσει την παραγωγή προ-
φλεγμονώδων κυτοκινών ενώ στα θηλαστικά η έκφραση των προ-φλεγμονωδών 
κυτοκινών ρυθμίζεται με τον NF-κΒ. Επίσης, η συγκεκριμένη έρευνα έδειξε πως τα 
επίπεδα της έκφρασης είναι υψηλότερα στις ομάδες με το διαιτητικό σιτηρέσιο 
εμπλουτισμένο με αργινίνη (Wang et al., 2016).  
Πρόσφατη μελέτη ψάρια grass carp (Ctenopharyngodon idella) καταδεικνύει 
για πρώτη φορά ότι η κατάλληλη διατροφική ιστιδίνη ενίσχυσε τα επίπεδα mRNA της 
IL-10 και του TGF-b στα βράγχια, σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου υπονοώντας 
πως η έλλειψη ιστιδίνης μπορεί να βλάψει την δομική ακεραιότητα των βραγχίων του 
ψαριού με διαταραχές στις αντιοξειδωτικές φυσικές άμυνες, στα αποφρακτικές 
συνδέσεις (tight junctions) των επιθηλιακών κυττάρων, στις κυτοκίνες, στην 
απόπτωση, στα αντιοξειδωτικά ένζυμα και των NF-kB που σχετίζονται με τα ψάρια 
(Jiang et al., 2016).  
Αντίθετα από τα αποτελέσματα της διδακτορικής διατριβής, έδειξε μια έρευνα 
σε ένα είδος κυπρίνου (Labeo rohita), μολυσμένο με την Aeromonas hydrophila 
έχοντας ταϊστεί με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με φύλλα γκουάβας. Ο TGF-β 
υποεκφράστηκε στο σιτηρέσιο με τα φύλλα γκουάβας στον πρόνεφρο και στο έντερο. 
Η συγκεκριμένη έρευνα έδειξε πως το συγκεκριμένο διαιτητικό σιτηρέσιο αύξησε κατά 
πολύ την ανάπτυξη του ψαριού (PWG & SGR) αλλά επίσης ο εμπλουτισμός τροφής 
μπορεί να έχει θετικά και αρνητικά αποτελέσματα στην υγεία του (Giri et al., 2015).  
Οι κυτταροκίνες διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο στην απενεργοποίηση των 
αντι-ιικών Τ κυττάρων. Ειδικά, οι IL-10 και TGF-β έχουν συσχετιστεί με την 
εξασθένηση των Τ-λεμφοκυττάρων. Μολονότι τα λεμφοκύτταρα δεν έχουν 
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σημαντικές μορφολογικές διαφορές μεταξύ τους, τα σαφώς διακριτά ανοσολογικά 
χαρακτηριστικά τους αποκαλύπτουν ένα ευρύ φάσμα ειδικών τύπων και επιτρέπουν 
την ασφαλή τους αναγνώριση και κατηγοριοποίηση. Προέρχονται και αυτά από 
αρχέγονα λεμφικά κύτταρα του μυελού που μεταναστεύουν στο θύμο αδένα, όπου 
ωριμάζουν και διαφοροποιούνται στις ακόλουθες τρεις κύριες ομάδες: (i) Τ4 
λεμφοκύτταρα, που εκφράζουν, μεταξύ άλλων, τον δείκτη CD4 και εκκρίνουν 
διάφορες κυτταροκίνες που ενεργούν ρυθμιστικά σε διάφορα συστήματα (βοηθητικά 
κύτταρα, helper), (ii) Τ8 λεμφοκύτταρα, που εκφράζουν το δείκτη CD8, 
πολλαπλασιάζονται σε απάντηση έναντι του αντιγόνου, από το οποίο έχουν επιλεγεί, 
και επιφέρουν άμεσα το θάνατο των κυττάρων, που εκφράζουν το συγκεκριμένο 
αντιγόνο (κυτταροτοξικά λεμφοκύτταρα) και (iii) κύτταρα φυσικοί φονείς (κύτταρα ΝΚ, 
natural killers), που εκφράζουν το δείκτη CD16 και επιφέρουν το θάνατο επιλεκτικά 
σε ειδικές κατηγορίες κυττάρων-στόχων. Τα ΝΚ κύτταρα είναι περισσότερο 
ευδιάκριτα επειδή είναι μεγάλα και έχουν περισσότερο πρωτόπλασμα, μέσα στο 
οποίο διακρίνονται αδρά κοκκινωπά κοκκία (μεγάλα κοκκιώδη λεμφοκύτταρα, large 
granular lymphocytes). Τα Τ-λεμφοκύτταρα δεν εμφανίζουν ανοσοσφαιρίνες στην 
επιφάνειά τους, όπως τα Β-λεμφοκύτταρα, αλλά εκφράζουν ένα παρόμοιο μόριο που 
ονομάζεται Τ-υποδοχέας (ΤCR, T-cell receptor) (Scapigliati et al., 2010˙ Rosser et 
al., 2015˙ Nakanishi et al., 2015˙ Carmona et al., 2017). 
Με σκοπό την κατανόηση των αποτελεσμάτων της έκφρασης των γονιδίων 
CD4, CD8α και TCR-β του λαβρακιού μετά από πειραματική μόλυνση με τον ιό 
Noda, πραγματοποιήθηκε ανάλυση των αποτελεσμάτων.  
Στη διδακτορική διατριβή απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου 
που κωδικοποιεί για το μόριο CD8α. Το CD8α εκφράζεται στην επιφάνεια των CD8+ 
Τ-κυττάρων, αλληλεπιδρά με τα MHC I μόρια των αντιγονοπαρουσιαστικών 
κυττάρων (APCs) και συμμετέχει στην ανοσολογική σύναψη. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.2.2., 24 ώρες μετά τη μόλυνση 
σημειώθηκε μικρή υπερέκφραση του CD8α μορίου (~1,5 μεταβολή σε σχέση με τα μη 
μολυσμένα λαβράκια), ενώ στη συνέχεια παρατηρήθηκε σταδιακή μείωση στην 
έκφραση του γονιδίου. Τέσσερις και 7 ημέρες μετά τη μόλυνση διαπιστώθηκε 
στατιστικά σημαντική υποέκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για το CD8α μόριο, 
του οποίου η έκφραση έφτασε στο επίπεδο της έκφρασης των υγιών λαβρακιών 14 
ημέρες μετά τη μόλυνση. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της διαδερμικής μόλυνσης που 
παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.3.2., 24 ώρες μετά τη μόλυνση σημειώθηκε μικρή 
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υπερέκφραση του CD8α μορίου (~1,6 μεταβολή σε σχέση με τα μη μολυσμένα 
λαβράκια), ενώ στις 24 ώρες παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική υποέκφραση του 
γονιδίου που κωδικοποιεί για το CD8α μόριο. Με βάση τα αποτελέσματα, η 
πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με ενδομυϊκή χορήγηση 0,5 ml διαλύματος του 
Nodavirus, συγκέντρωσης 105 TCID50/ml προκάλεσε ενεργοποίηση των Τ κυττάρων, 
η οποία εκφράστηκε με κυκλική υπερέκφραση και υποέκφραση των γονιδίων που 
κωδικοποιούν για τους επιφανειακούς δείκτες των Τ κυττάρων ένας εκ των οποίων ο 
CD8a. Και οι τρεις δείκτες εμφάνισαν ανάλογη τάση υποδηλώνοντας αρχική 
ενεργοποίηση και πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων, μείωση της ενεργότητάς τους 4 
και 7 ημέρες μετά τη μόλυνση και επαναδραστηριοποίηση 2 εβδομάδες μετά τη 
μόλυνση. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των συγκριτικών πειραματισμών που 
παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.4.2., διαφορές στην έκφραση του γονιδίου μεταξύ 
των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 24 ώρες μετά τη μόλυνση. Ειδικότερα, στην 
ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά σημειώθηκε υποέκφραση του 
γονιδίου, ενώ αντίστοιχα στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν ενδομυϊκά 
ανάλογη υποέκφραση του γονιδίου σημειώθηκε αργότερα, 4 ημέρες μετά τη 
μόλυνση. Με βάση τα αποτελέσματα, η πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με 
διαδερμική επιμόλυνση μέσω της πλευρικής γραμμής με Nodavirus, παρουσιάζεται 
ως περισσότερο οξεία σε σχέση την αντίστοιχη μόλυνση δια της ενδομυϊκής 
χορήγησης του ιού, γεγονός το οποίο επιβεβαιώθηκε τόσο από το ποσοστό των 
αντίστοιχων θνησιμοτήτων, όσο και από το ιικό φορτίο, όπως αυτά προσδιορίστηκαν 
από τα μέλη των ομάδων Α και Β.  
Πιθανόν, η διαδερμική επιμόλυνση των νευρικών κυττάρων της πλευρικής 
γραμμής να συντελεί στην ταχύτερη μεταφορά και συγκέντρωση των ιοσωματίων στα 
όργανα στόχους και να συμβάλει στην εξουδετέρωση των αμυντικών μηχανισμών 
του οργανισμού τουλάχιστον για το διάστημα της 1ης εβδομάδας μετά τη μόλυνση, 
που εκτελέστηκαν οι έλεγχοι. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της διδακτορικής διατριβής που 
παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.5.2., η διατροφή των λαβρακιών με τροφή 
εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο ρίγανης 1000 ή 2000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη 
μόλυνση με τον ιό Noda είχε σαν αποτέλεσμα χαμηλότερο επίπεδο έκφρασης του 
CD8α μορίου στην επιφάνεια των Τ κυττάρων στην αρχική φάση της μόλυνσης, από 
τις 6 έως 72 ώρες μετά τη μόλυνση.  
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Αντίθετα, 4 και 14 ημέρες μετά τη μόλυνση παρατηρήθηκε συγκριτική αύξηση 
στην έκφραση του εν λόγω μορίου στην ομάδα των μολυσμένων λαβρακιών που 
διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο με 1000 ή 2000 ppm, αντίστοιχα σε σχέση 
με τα μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με εμπορική τροφή. Επίσης, 4 ημέρες 
μετά τη μόλυνση παρατηρήθηκε συγκριτική αύξηση στην έκφραση του μορίου στην 
ομάδα των μολυσμένων λαβρακιών που διετράφησαν με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο 
με 1000 ppm 
Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν παραπάνω, κατά τη 
χορήγηση θεραπευτικού σιτηρεσίου εμπλουτισμένου με αιθέριο έλαιο ρίγανης ως 
μέσο για την αντιμετώπιση ιικών προσβολών του λαβρακιού οφειλόμενες σε στελέχη 
του Nodavirus διαπιστώθηκε ότι το ριγανέλαιο κάτω από τις συνθήκες που 
χορηγήθηκε (δόσεις, χρόνος χορήγησης, τρόπος εμπλουτισμού της τροφής) άσκησε 
ήπια ανοσορρυθμιστική δράση στα Τ κύτταρα.  
Η αύξηση αυτή ενδεχομένως αντανακλά και πολλαπλασιασμό των Τ 
κυττάρων. Επιπλέον, άσκησε μεταγραφική γονιδιακή δραστηριότητα CD8 Τ κύτταρα, 
όπως αυτή καταγράφηκε από των έκφραση γονιδίων που κωδικοποιούν για 
επιφανειακά μόρια των δύο κυτταρικών κατηγοριών. Επομένως, τα αποτελέσματα 
αυτά σε συνδυασμό με την επίπτωση της προληπτικής χορήγησης του θεραπευτικού 
σιτηρεσίου στην εμφάνιση κλινικής συμπτωματολογίας, στην ανάπτυξη ιικού φορτίου 
και στη θνησιμότητα του μολυσμένου πληθυσμού των λαβρακιών υποδεικνύουν ότι 
το ριγανέλαιο καθυστερεί και μειώνει την ένταση της λοίμωξης και ενδεχόμενος 
εμπλουτισμός της τροφής των ψαριών θα τα καταστούσε περισσότερο ανοσοϊκανά 
έναντι των μολύνσεων. 
Στη διδακτορική διατριβή απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου 
που κωδικοποιεί για το μόριο TCR-β που συμμετέχει στο σχηματισμό του ειδικού 
υποδοχέα των Τ κυττάρων, ο οποίος αναγνωρίζει αντιγόνα που παρουσιάζονται 
στην επιφάνεια των APCs μέσω των MHC I & II μορίων. Σύμφωνα με τα 
αποτελέσματα, παρατηρήθηκε κυκλική υποέκφραση του γονιδίου την 1η ημέρα, 
καθώς και την 4η έως την 7η ημέρα μετά τη μόλυνση με τον ιό Noda. 
Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.2.2., η 
πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με ενδομυϊκή χορήγηση 0,5 ml διαλύματος του 
Nodavirus, συγκέντρωσης 105 TCID50/ml προκάλεσε ενεργοποίηση των Τ κυττάρων, 
η οποία εκφράστηκε με κυκλική υπερέκφραση και υποέκφραση των γονιδίων που 
κωδικοποιούν για τους επιφανειακούς δείκτες των Τ κυττάρων TCR-b. Και οι τρεις 
δείκτες εμφάνισαν ανάλογη τάση υποδηλώνοντας αρχική ενεργοποίηση και 
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πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων, μείωση της ενεργότητάς τους 4 και 7 ημέρες μετά 
τη μόλυνση και επαναδραστηριοποίηση 2 εβδομάδες μετά τη μόλυνση. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της διαδερμικής μόλυνσης που 
παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.3.2., παρατηρήθηκε υποέκφραση του γονιδίου την 
1η ημέρα, ενώ τη 2η ημέρα μετά τη μόλυνση η έκφραση του γονιδίου αυξήθηκε. Με 
βάση τα αποτελέσματα, η πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με διαδερμική 
επιμόλυνση μέσω της πλευρικής γραμμής με Nodavirus, χαρακτηρίστηκε από ταχεία 
ενεργοποίηση των Τ κυττάρων, 6 ώρες μετά τη μόλυνση η οποία εκφράστηκε με 
υπερέκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τους επιφανειακούς δείκτες των Τ 
κυττάρων TCR-b.  
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των συγκριτικών πειραματισμών που 
παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.4.2., διαφορές στην έκφραση του γονιδίου μεταξύ 
των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 6 και 48 ώρες, καθώς και 4 ημέρες μετά τη 
μόλυνση. Ειδικότερα, στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά 
σημειώθηκε υπερέκφραση του γονιδίου 6 και 48 ώρες μετά τη μόλυνση, ενώ 
υποέκφραση του γονιδίου παρατηρήθηκε μόνο στην ομάδα των λαβρακιών που 
μολύνθηκαν ενδομυϊκά με τον ιό 4 ημέρες μετά τη μόλυνση. Με βάση τα 
αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν παραπάνω, η πειραματική μόλυνση των 
λαβρακιών με διαδερμική επιμόλυνση μέσω της πλευρικής γραμμής με Nodavirus, 
παρουσιάζεται ως περισσότερο οξεία σε σχέση την αντίστοιχη μόλυνση δια της 
ενδομυϊκής χορήγησης του ιού, γεγονός το οποίο επιβεβαιώθηκε τόσο από το 
ποσοστό των αντίστοιχων θνησιμοτήτων, όσο και από το ιικό φορτίο, όπως αυτά 
προσδιορίστηκαν από τα μέλη των ομάδων Α και Β. Πιθανόν, η διαδερμική 
επιμόλυνση των νευρικών κυττάρων της πλευρικής γραμμής να συντελεί στην 
ταχύτερη μεταφορά και συγκέντρωση των ιοσωματίων στα όργανα στόχους και να 
συμβάλει στην εξουδετέρωση των αμυντικών μηχανισμών του οργανισμού 
τουλάχιστον για το διάστημα της 1ης εβδομάδας μετά τη μόλυνση, που εκτελέστηκαν 
οι έλεγχοι. 
Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.5.2., ο  
εμπλουτισμός του σιτηρεσίου με το αιθέριο έλαιο της ρίγανης, είχε σαν αποτέλεσμα 
σημαντική έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για το TCR-β μόριο στην 
επιφάνεια των Τ κυττάρων σε μια πρώιμη φάση δηλαδή στις 48 πρώτες ώρες μετά 
την ιική μόλυνση, καθώς και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση σε σχέση με τα μολυσμένα 
λαβράκια που δεν έλαβαν θεραπευτική αγωγή με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο σε 
ριγανέλαιο και υψηλότερο επίπεδο έκφρασης του TCR-β μορίου στην επιφάνεια των 
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Τ κυττάρων, εκφραζόμενο κυκλικά 1, 4 και 14 ημέρες μετά τη μόλυνση με τον ιό σε 
σχέση τόσο με τα μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με την εμπορική τροφή, 
όσο και με τα μολυσμένα λαβράκια που διετράφησαν με πειραματικό σιτηρέσιο 
εμπλουτισμένο με 2000 ppm αιθέριου ελαίου ρίγανης. 
Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν παραπάνω, κατά τη 
χορήγηση θεραπευτικού σιτηρεσίου εμπλουτισμένου με αιθέριο έλαιο ρίγανης ως 
μέσο για την αντιμετώπιση ιικών προσβολών του λαβρακιού οφειλόμενες σε στελέχη 
του Nodavirus διαπιστώθηκε ότι το ριγανέλαιο κάτω από τις συνθήκες που 
χορηγήθηκε (δόσεις, χρόνος χορήγησης, τρόπος εμπλουτισμού της τροφής) άσκησε 
ήπια ανοσορρυθμιστική δράση στα Τ κύτταρα, η οποία εκφράστηκε με κυματική 
γονιδιακή δραστηριότητα του υποδοχέα του συνόλου των Τ κυττάρων (TCR-β) που 
εμπλέκονται στις ανοσολογικές αποκρίσεις κατά των ιών. Η αύξηση αυτή 
ενδεχομένως αντανακλά και πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων. Επομένως, τα 
αποτελέσματα αυτά σε συνδυασμό με την επίπτωση της προληπτικής χορήγησης 
του θεραπευτικού σιτηρεσίου στην εμφάνιση κλινικής συμπτωματολογίας, στην 
ανάπτυξη ιικού φορτίου και στη θνησιμότητα του μολυσμένου πληθυσμού των 
λαβρακιών υποδεικνύουν ότι το ριγανέλαιο καθυστερεί και μειώνει την ένταση της 
λοίμωξης και ενδεχόμενος εμπλουτισμός της τροφής των ψαριών θα τα καταστούσε 
περισσότερο ανοσοϊκανά έναντι των μολύνσεων. 
Στη διδακτορική διατριβή απεικονίζεται η μεταβολή της έκφρασης του γονιδίου 
που κωδικοποιεί για το μόριο CD4, το οποίο εκφράζεται στην επιφάνεια των CD4+ Τ-
κυττάρων, αλληλεπιδρά με τα MHC II μόρια και συμμετέχει στην ανοσολογική 
σύναψη των CD4+ Τ κυττάρων με τα APCs. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, 
παρατηρήθηκε κυκλική υπερέκφραση του γονιδίου από τη 1η έως την 3η ημέρα, 
καθώς και 14 ημέρες μετά τη μόλυνση με τον ιό Noda.  
Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.2.2., η 
πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με ενδομυϊκή χορήγηση 0,5 ml διαλύματος του 
Nodavirus, συγκέντρωσης 105 TCID50/ml προκάλεσε ενεργοποίηση των Τ κυττάρων, 
η οποία εκφράστηκε με κυκλική υπερέκφραση και υποέκφραση των γονιδίων που 
κωδικοποιούν για τους επιφανειακούς δείκτες των Τ κυττάρων CD4. Και οι τρεις 
δείκτες εμφάνισαν ανάλογη τάση υποδηλώνοντας αρχική ενεργοποίηση και 
πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων, μείωση της ενεργότητάς τους 4 και 7 ημέρες μετά 
τη μόλυνση και επαναδραστηριοποίηση 2 εβδομάδες μετά τη μόλυνση. 
Μια πρόσφατη μελέτη σε zebrafish, απέδειξε για πρώτη φορά πως τα 
λεμφοκύτταρα zfCD4-1+ αυξάνουν την έκφραση των κυτοκινών και των κύριων 
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μεταγραφικών παραγόντων που σχετίζονται με τις αποκρίσεις τύπου Th1 / Th2 
(Yoon et al.,  2015) 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της διαδερμικής μόλυνσης που 
παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.3.2., παρατηρήθηκε υπερέκφραση του γονιδίου 
από τις 6 ώρες έως τις 4 ημέρες μετά τη μόλυνση με τον ιό Noda. Με βάση τα 
αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν παραπάνω, η πειραματική μόλυνση των 
λαβρακιών με διαδερμική επιμόλυνση μέσω της πλευρικής γραμμής με Nodavirus, 
χαρακτηρίστηκε από ταχεία ενεργοποίηση των Τ κυττάρων, 6 ώρες μετά τη μόλυνση 
η οποία εκφράστηκε με υπερέκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τους 
επιφανειακούς δείκτες των Τ κυττάρων CD4. Μόνο το μόριο CD4 παρέμεινε σε όλα 
τα χρονικά σημεία που εξετάσθηκαν σε επίπεδα έκφρασης υψηλότερα από τα 
αντίστοιχα των υγιών, μη-μολυσμένων λαβρακιών. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των συγκριτικών πειραματισμών που 
παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.4.2., διαφορές στην έκφραση του γονιδίου μεταξύ 
των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 6, 48 και 72 ώρες, καθώς και 4 ημέρες μετά τη 
μόλυνση, η οποία αφορούσε σε υπερέκφραση του γονιδίου στην ομάδα των 
λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά μέσω της πλευρικής γραμμής. Με βάση τα 
αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν, η πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με 
διαδερμική επιμόλυνση μέσω της πλευρικής γραμμής με Nodavirus, παρουσιάζεται 
ως περισσότερο οξεία σε σχέση την αντίστοιχη μόλυνση δια της ενδομυϊκής 
χορήγησης του ιού, γεγονός το οποίο επιβεβαιώθηκε τόσο από το ποσοστό των 
αντίστοιχων θνησιμοτήτων, όσο και από το ιικό φορτίο, όπως αυτά προσδιορίστηκαν 
από τα μέλη των ομάδων Α και Β. Πιθανόν, η διαδερμική επιμόλυνση των νευρικών 
κυττάρων της πλευρικής γραμμής να συντελεί στην ταχύτερη μεταφορά και 
συγκέντρωση των ιοσωματίων στα όργανα στόχους και να συμβάλει στην 
εξουδετέρωση των αμυντικών μηχανισμών του οργανισμού τουλάχιστον για το 
διάστημα της 1ης εβδομάδας μετά τη μόλυνση, που εκτελέστηκαν οι έλεγχοι. 
Μια πρόσφατη έρευνα με γονιδιακή έκφραση σε ιογενή λοίμωξη με Salmonid 
alphavirus (SAV) – ο αιτιολογικός παράγοντας της πάθησης του παγκρέατος, στον 
σολομό Ατλαντικού (Salmo salar), έδειξε πως υπάρχει σημαντική έκφραση του 
mRNA του TCR-β που εκφράζεται σε υψηλό βαθμό, επιβεβαιώνοντας την 
ενεργοποίηση μιας Τ κυτταρικής απόκρισης σε αυτόν τον σκελετικό μυ (Heidari et al., 
2015). 
Σε ότι αφορά στην έκφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί για το CD4 μόριο 
των Τ κυττάρων, τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.5.2., έδειξε 
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πως μόνο η διατροφή των λαβρακιών με τροφή εμπλουτισμένη με αιθέριο έλαιο 
ρίγανης 2000 ppm για 2,5 μήνες πριν από τη μόλυνση με τον ιό Noda είχε σαν 
αποτέλεσμα κυκλική υπερέκφραση του εν λόγω γονιδίου 3 και 7 ημέρες μετά την ιική 
μόλυνση σε σχέση τόσο με τα μολυσμένα λαβράκια που δεν έλαβαν θεραπευτική 
αγωγή με σιτηρέσιο εμπλουτισμένο σε ριγανέλαιο, όσο και με εκείνα που έλαβαν 
σιτηρέσιο με 1000 ppm ριγανέλαιο.  
Μια πρόσφατη έρευνα έδειξε πως τα διαιτητικά φυτικά έλαια επιδρούν άμεσα 
στην έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με το ανοσοποιητικό σύστημα. Η 
συγκεκριμένη έρευνα απέδειξε την αύξηση των CD4+ Τ κυττάρων στο θύμο αδένα και 
στο έντερο του ψαριού Solea senegalensis σε συμφωνία με την επακόλουθη αύξηση 
έκφρασης γονιδίων TLRs που τράφηκαν με υψηλή συγκέντρωση σόγιας (Montero et 
al., 2015).  
Με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 3.5.2., κατά τη 
χορήγηση θεραπευτικού σιτηρεσίου εμπλουτισμένου με αιθέριο έλαιο ρίγανης ως 
μέσο για την αντιμετώπιση ιικών προσβολών του λαβρακιού οφειλόμενες σε στελέχη 
του Nodavirus διαπιστώθηκε ότι το ριγανέλαιο κάτω από τις συνθήκες που 
χορηγήθηκε (δόσεις, χρόνος χορήγησης, τρόπος εμπλουτισμού της τροφής) άσκησε 
ήπια ανοσορρυθμιστική δράση στα Τ κύτταρα, η οποία εκφράστηκε με κυματική 
γονιδιακή δραστηριότητα του υποδοχέα του συνόλου των Τ κυττάρων που 
εμπλέκονται στις ανοσολογικές αποκρίσεις κατά των ιών. Η αύξηση αυτή 
ενδεχομένως αντανακλά και πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων.  Επιπλέον, άσκησε 
μεταγραφική γονιδιακή δραστηριότητα σε CD4 Τ κύτταρα, όπως αυτή καταγράφηκε 
από των έκφραση γονιδίων που κωδικοποιούν για επιφανειακά μόρια των δύο 
κυτταρικών κατηγοριών. Επομένως, τα αποτελέσματα αυτά σε συνδυασμό με την 
επίπτωση της προληπτικής χορήγησης του θεραπευτικού σιτηρεσίου στην εμφάνιση 
κλινικής συμπτωματολογίας, στην ανάπτυξη ιικού φορτίου και στη θνησιμότητα του 
μολυσμένου πληθυσμού των λαβρακιών υποδεικνύουν ότι το ριγανέλαιο καθυστερεί 
και μειώνει την ένταση της λοίμωξης και ενδεχόμενος εμπλουτισμός της τροφής των 
ψαριών θα τα καταστούσε περισσότερο ανοσοϊκανά έναντι των μολύνσεων. 
Τα συμπεράσματα που προκύπτουν μεταξύ των δυο πειραματικών 
μολύνσεων, συνοψίζονται στα εξής: 
 η πειραματική μόλυνση των λαβρακιών με διαδερμική επιμόλυνση μέσω της 
πλευρικής γραμμής με Nodavirus, παρουσιάζεται ως περισσότερο οξεία σε 
σχέση την αντίστοιχη μόλυνση δια της ενδομυϊκής χορήγησης του ιού, 
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γεγονός το οποίο επιβεβαιώθηκε τόσο από το ποσοστό των αντίστοιχων 
θνησιμοτήτων, όσο και από το ιικό φορτίο 
 η διαδερμική επιμόλυνση των νευρικών κυττάρων της πλευρικής γραμμής 
συντελεί στην ταχύτερη μεταφορά και συγκέντρωση των ιοσωματίων στα 
όργανα στόχους και να συμβάλει στην εξουδετέρωση των αμυντικών 
μηχανισμών του οργανισμού τουλάχιστον για το διάστημα της 1ης εβδομάδας 
μετά τη μόλυνση 
 IgM: Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των πειραματισμών, διαφορές στην 
έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 24, 48, 
72 ώρες και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση. Ειδικότερα, στην ομάδα των 
λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά σημειώθηκε υποέκφραση του 
γονιδίου, ενώ αντίστοιχα στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν 
ενδομυϊκά ανάλογη υποέκφραση του γονιδίου σημειώθηκε αργότερα, 4 
ημέρες μετά τη μόλυνση.  
 IL-10: Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των πειραματισμών, διαφορές στην 
έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 6, 24 και 
48 ώρες, καθώς και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση. Ειδικότερα, στην ομάδα των 
λαβρακιών που μολύνθηκαν ενδομυϊκά σημειώθηκε υπερέκφραση του 
γονιδίου 6 και 24 ώρες μετά τη μόλυνση σε αντίθεση με την ομάδα των 
λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά στην οποία σημειώθηκε υποέκφραση 
του γονιδίου της IL10.  
 TGF-β: Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των πειραματισμών, διαφορές στην 
έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 6 ώρες 
μετά τη μόλυνση, η οποία αφορούσε σε υπερέκφραση του γονιδίου στην 
ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά μέσω της πλευρικής 
γραμμής.  
 CD8α: Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των πειραματισμών, διαφορές στην 
έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 24 ώρες 
μετά τη μόλυνση. Ειδικότερα, στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν 
διαδερμικά σημειώθηκε υποέκφραση του γονιδίου, ενώ αντίστοιχα στην 
ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν ενδομυϊκά ανάλογη υποέκφραση του 
γονιδίου σημειώθηκε αργότερα, 4 ημέρες μετά τη μόλυνση.  
 TCR-β: Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των πειραματισμών, διαφορές στην 
έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 6 και 48 
ώρες, καθώς και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση. Ειδικότερα, στην ομάδα των 
λαβρακιών που μολύνθηκαν διαδερμικά σημειώθηκε υπερέκφραση του 
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γονιδίου 6 και 48 ώρες μετά τη μόλυνση, ενώ υποέκφραση του γονιδίου 
πρατηρήθηκε μόνο στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν ενδομυϊκά 
με τον ιό 4 ημέρες μετά τη μόλυνση.  
 CD4: Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των πειραματισμών, διαφορές στην 
έκφραση του γονιδίου μεταξύ των δύο ομάδων επισημάνθηκαν στις 6, 48 και 
72 ώρες, καθώς και 4 ημέρες μετά τη μόλυνση, η οποία αφορούσε σε 
υπερέκφραση του γονιδίου στην ομάδα των λαβρακιών που μολύνθηκαν 
διαδερμικά μέσω της πλευρικής γραμμής. 
 
Με βάση τα αποτελέσματα της Διδακτορικής Διατριβής, κατά τη χορήγηση 
θεραπευτικού σιτηρεσίου εμπολουτισμένου με αιθέριο έλαιο ρίγανης ως μέσο για την 
αντιμετώπιση ιικών προσβολών του λαβρακιού οφειλόμενες σε στελέχη του 
Nodavirus διαπιστώθηκε ότι: 
 Το ριγανέλαιο κάτω από τις συνθήκες που χορηγήθηκε (δόσεις, χρόνος 
χορήγησης, τρόπος εμπλουτισμού της τροφής) άσκησε ήπια 
ανοσορρυθμιστική δράση στα Τ κύτταρα, η οποία εκφράστηκε με κυματική 
γονιδιακή δραστηριότητα του υποδοχέα του συνόλου των Τ κυττάρων (TCR-
β) που εμπλέκονται στις ανοσολογικές αποκρίσεις κατά των ιών. Η αύξηση 
αυτή ενδεχομένωνς αντανακλά και πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων. 
 Επιπλέον, άσκησε μεταγραφική γονιδιακή δραστηριότητα σε CD4 και CD8 Τ 
κύτταρα, όπως αυτή καταγράφηκε από των έκφραση γονιδίων που 
κωδικοποιούν για επιφανειακά μόρια των δύο κυτταρικών κατηγοριών 
 Οι συνολικές ανοσοσφαιρίνες φαίνεται να έχουν σημαντική διακύμανση 
μεταξύ των λαβρακιών που μελετήθηκαν ατομικά ενώ τα λαβράκια που 
διατράφηκαν με 1000 ppm οριγανέλαιου βρέθηκαν να έχουν τον υψηλότερο 
τίτλο ολικών ανοσοσφαιρινών την 14η ημέρα. Η μέση διακύμανση των τίτλων 
κατέδειξε μια αρχική μαζική παραγωγή ανοσοσφαιρινών στα λαβράκια που 
διατράφηκαν με 1000 ppm (36-48 ώρες) η οποία μειώθηκε στις 64 ώρες και 
στη συνέχεια ακολούθησε σταθερή ανοδική πορεία μέχρι τις 336 ημέρες. Τα 
λαυράκια που διατράφηκαν με 2000 ppm εμφάνισαν μια πτώση των ολικών 
ανοσοσφαιρινών μέχρι τις 64 ώρες και ακολούθως παρατηρήθηκε μια 
σταθερή ανοδική αύξηση. Τα λαυράκια που διατράφηκαν με εμπορική τροφή 
βρέθηκε να έχουν μια αυξομειούμενη παραγωγή ανοσοσφαιρινών η οποία 
μετά την 100 ημέρα ακολούθησε μια σταθερά αυξανόμενη πορεία. 
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Επομένως, τα αποτελέσματα αυτά σε συνδυασμό με την επίπτωση της 
προληπτικής χορήγησης του θεραπευτικού σιτηρεσίου στην εμφάνιση κλινικής 
συμπτωματολογίας, στην ανάπτυξη ιικού φορτίου και στη θνησιμότητα του 
μολυσμένου πληθυσμού των λαβρακιών υποδεικνύουν ότι το ριγανέλαιο καθυστερεί 
και μεώνει την ένταση της λοίμωξης και ενδεχόμενος εμπλουτισμός της τροφής των 
ψαριών θα τα καταστούσε περισσότερο ανοσοϊκανά έναντι των μολύνσεων. 
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Συμμετοχή σε Ερευνητικά Προγράμματα 
 
1. Συμμετοχή στο ερευνητικό έργο  MIS 375267 της δράσης «ΘΑΛΗΣ-
Εκπαίδευση και Δια Βίου Μάθηση», ΕΣΠΑ 2007-2013 που χρηματοδοτήθηκε 
από το Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταμείο και  εθνικούς πόρους 
 
2. Συμμετοχή στο ερευνητικό έργο «Προσδιορισμός και ταυτοποίηση 
καινοτόμων προϊόντων Π. Ο. ή Π. Γ. Ε. Αμβρακικού συγκεκριμένων ειδών της 
ιχθυοπανίδας του Αμβρακικού κόλπου στο πλαίσιο της αξιοποίησης και της 
αειφόρου διαχείρισης των ιχθυαποθεμάτων του κόλπου», που υλοποιήθηκε 
στο πλαίσιο του Ειδικού Αναπτυξιακού Προγράμματος για την περιοχή του 
Αμβρακικού κόλπου με τίτλο «ΑΕΙΦΟΡΙΚΗ ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΣΤΟΝ ΑΜΒΡΑΚΙΚΟ 
(ΑΝΑΣΑ)» του Υπουργείου Οικονομίας Ανταγωνιστικότητας και 
Ναυτιλίας 
 
3. Συμμετοχή στο ερευνητικό έργο «Αλιείς, Θαλάσσιες χελώνες και Καρχαρίες: 
Συμμαχία για Συμβίωση» 2018, που χρηματοδοτήθηκε από το Πράσινο 
Ταμείο «Φυσικό Περιβάλλον και Καινοτόμες Δράσεις», Άξονας «Δράσεις 
Διαχείρισης Φυσικού Περιβάλλοντος:», Μέτρο «Καινοτόμες Δράσεις με τους 
Πολίτες» 
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